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Ho’Omaluhia 
O Senhor fez a terra produzir os medicamentos: o 
homem sensato não os despreza. O farmacêutico 
deles se serve para acalmar as dores e curá-las; 
compõe unguentos úteis à saúde, e seu trabalho 
não terminará, até que a paz divina se estenda 
sobre a face da terra (ECLESIÁSTICO). 
 
 
 
 
  
 
 
RESUMO 
 
Ageratum conyzoides L. é conhecida popularmente como “mentrasto” e 
pertence à família Asteraceae. Frequentemente é utilizada como 
analgésica, tendo sido recentemente incluída na RDC 10 da ANVISA, a 
qual autoriza sua comercialização na forma de droga vegetal utilizada 
em infusão para tratar dores articulares e reumatismo. Estudos 
publicados até o momento não estabelecem a presença de alcaloides 
pirrolizidínicos na infusão das partes aéreas de A. conyzoides. 
Considerando a demanda de uso popular desta espécie em tratamentos 
prolongados, justifica-se a importância de pesquisar a presença destes 
alcaloides. Para tanto, estudou-se as infusões das partes aéreas de A. 
conyzoides coletadas em Florianópolis, Santa Catarina e da droga 
vegetal adquirida em uma farmácia. Também foram estudadas as 
macerações das partes aéreas de A. conyzoides com os solventes n-
hexano, diclorometano, acetato de etila e etanol. As macerações foram 
fracionadas através de cromatografia e analisadas por RMN de 
1
H e de 
13
C. Foram identificadas 13 substâncias pertencentes às classes dos 
cromenos, flavonoides, cumarinas, lignanas e esteroides. As infusões 
das partes aéreas de A. conyzoides foram analisadas por EM e RMN de 
1
H, sendo observada a presença de licopsamina e da sua forma N-óxido.  
 
Palavras-chave: Ageratum conyzoides. Chá. Alcaloides pirrolizidínicos.  
 
  
 
 
 
  
 
 
ABSTRACT 
 
Ageratum conyzoides L. is popularly known as “mentrasto” and belongs 
to Asteraceae family. This plant is often used as analgesic and was 
recently included in ANVISA RDC 10 that authorizes its 
commercialization as infusion to treat articular pain and rheumatism. 
Pyrrolizidine alkaloids in infusion of aerial parts of A. conyzoides are 
not described. Considering the popular use of this species in long-term 
treatments, studies to investigate the presence of these alkaloids are 
important. Infusions of aerial parts of A. conyzoides collected in 
Florianopolis, Santa Catarina and of the plant drug purchased in a 
pharmacy were evaluated. Macerations with n-hexane, dichloromethane, 
ethyl acetate and ethanol solvents were studied. Macerations were 
fractionated by chromatography and analyzed by 
1
H and 
13
C NMR. 
Were identified 13 substances of chromenes, flavonoids, coumarins, 
lignans and steroids classes. Infusions of aerial parts of A. conyzoides 
were analyzed by MS and 
1
H NMR being observed the presence of the 
licopsamine and the N-oxide form of this alkaloid. 
 
Keywords: Ageratum conyzoides. Tea. Pyrrolizidine alkaloids. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. A tradição do uso de chás medicinais  
 
As plantas são recursos permanentes de compostos 
biologicamente ativos, utilizados por cerca de 80% da população 
mundial, tanto na forma natural de chás, como de fitoterápicos (HORN 
& VARGAS, 2008).  
Os chás são amplamente utilizados na medicina popular, 
especialmente em países do Terceiro Mundo. Esse conhecimento é 
passado de geração em geração. Estimativas sugerem que, em muitos 
países em desenvolvimento, uma proporção considerável da população 
depende fortemente das plantas medicinais para atender os cuidados 
primários com a saúde. Apesar dos medicamentos modernos estarem 
disponíveis nesses países, frequentemente a população prefere utilizar as 
plantas por razões culturais e históricas. Ao mesmo tempo, muitas 
pessoas que habitam em países desenvolvidos utilizam plantas 
medicinais como terapia alternativa (WHO, 1999). 
As infusões caseiras, ou “chá de ervas”, tornaram-se populares no 
Brasil. Em todo o país uma grande porcentagem da população, por meio 
da cultura popular, atribui a muitas ervas propriedades medicinais 
(PAGANINI-COSTA & DA-SILVA, 2011). Porém, existem poucos 
estudos sobre os efeitos desses extratos aquosos na saúde humana 
(HORN & VARGAS, 2008).  
 
1.2. Ageratum conyzoides  
 
1.2.1. Classificação taxonômica 
 
Classe: Equisetopsida C. Agardh 
Subclasse: Magnoliidae Novák ex Takht. 
Subordem: Asteranae Takht. 
Ordem: Asterales Link 
Família: Asteraceae Bercht. & J. Presl 
Gênero: Ageratum L. 
Tribo: Eupatorieae Cass. 
Espécie: Ageratum conyzoides L. (TROPICOS). 
Excicatas depositadas no Herbarium Musei Parisiensis (MNHN) 
e no ANTHOS Image Database (ANTHOS) estão disponíveis para 
consulta online. 
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1.2.2. Descrição botânica 
 
 Ageratum conyzoides (Figura 1) é uma erva anual de 50-100 cm 
de altura, com talos eretos, pouco ramosos e hirsutos (Figura 2) (REITZ, 
1989).  
 
  
 Ageratum conyzoides possui folhas opostas (Figura 3), 
pecioladas, com pecíolos hirsutos (Figura 4) de 1-2,5 cm de 
comprimento e lâminas ovadas, agudas ou quase obtusas no ápice e 
arredondadas ou cordadas na base, crenadas na margem, trinervadas, 
hirsutas em ambas as faces (face adaxial - Figuras 5 e face abaxial – 
Figura 6), de 3-6 cm de comprimento por 2-4 cm de largura (REITZ, 
1989).  
 
 
Figura 1 - Ageratum conyzoides L. 
Foto: Cristiane Fracari Bosi 
Foto: Cristiane Fracari Bosi 
Figura 2 - Hirsutos de um talo de 
A. conyzoides, em detalhe. 
Foto: Cristiane Fracari Bosi 
Figura 3 – Folhas opostas de A. 
conyzoides, em detalhe. 
Foto: Cristiane Fracari Bosi 
Figura 4 – Pecíolo hirsuto de A. 
conyzoides, em detalhe. 
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 Ageratum conyzoides possui capítulos numerosos (Figura 7), 
dispostos em cimas corimbiformes terminais mais ou menos densas 
(Figura 8). Invólucro hemisférico, de 4 mm de altura por 5-6 mm de 
diâmetro. Flores numerosas, lilases, violáceas ou brancas (REITZ, 
1989). 
 
  
Aquênios escuros de 1,5 mm de comprimento. Papus formado por 
5 palinhas lanceoladas, de comprimento semelhante a corola (Figura 9) 
(REITZ, 1989). 
 
  
Foto: Cristiane Fracari Bosi 
Figura 5 – Face adaxial de uma 
folha de A. conyzoides. 
Foto: Cristiane Fracari Bosi 
Figura 6 – Face abaxial de uma 
folha de A. conyzoides. 
Foto: Cristiane Fracari Bosi 
Figura 7 – Capítulos de A. conyzoides. 
Foto: Cristiane Fracari Bosi 
Figura 8 – Cimas corimbiformes 
terminais de A. conyzoides. 
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Foto: Cristiane Fracari Bosi 
Figura 9 – Aquênios e papus de A. conyzoides. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A raiz de A. conyzoides é pivotante, com abundantes raízes 
secundárias distribuídas superficialmente no solo (Figura 10). Podem 
surgir raízes adventícias de nós bem como de entrenós em contato com o 
solo úmido (Figura 11) (KISSMANN & GROYH, 1992). 
1.2.3. Nomenclatura vernacular 
 
Ageratum conyzoides é conhecido popularmente no Brasil como 
mentrasto, catinga-de-bode, catinga-de-borrão, erva-de-são-joão, maria-
preta, celestina, picão-roxo, erva-de-santa-luzia e camará-opela (REITZ, 
1989). Essa espécie encontra-se disseminada como planta daninha de 
difícil controle em diversos países, tendo seus nomes populares locais 
citados nas seguintes bases de dados: Global Invasive Species Database 
(ISSG), Pacific Island Ecosystems at Risk (PIER), Plant Invasion 
(PLANTNET), Plants of the Eastern Caribbean (ECFLORA), Crop 
Protection Compendium (CABI), JSTOR Plant Science (JSTOR), 
CARIB Fruits (CIRAD) e Global Information Hub On Integrated 
Medicine (GLOBINMED). 
Figura 10 – Raiz de A. conyzoides. 
Figura 11 – Raízes adventícias 
de A. conyzoides. 
Foto: Cristiane Fracari Bosi 
Foto: Cristiane Fracari Bosi 
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1.2.4. Localização geográfica 
 
Ageratum conyzoides encontra-se disseminada por regiões 
tropicais e subtropicais do mundo (KISSMANN & GROTH, 1992) 
(Figura 12), incluindo as áreas agrícolas de todos os estados brasileiros, 
onde infesta principalmente as lavouras de soja, feijão, milho, tabaco, 
cana-de-açúcar, parreirais e café (REITZ, 1989).  
 
 
1.2.5. Uso popular 
 
Ageratum conyzoides possui uma longa história de uso na 
medicina tradicional em diversos países do mundo, sendo utilizada 
principalmente como analgésica, anti-inflamatória, antibacteriana, 
depurativa e febrífuga (SOARES et al., 2004). No Congo, A. conyzoides 
faz parte da formulação do Tetra
®
, uma suspensão oral comercializada 
com indicação analgésica e anti-inflamatória e pertencente à 
Farmacopéia Tradicional Congolês. Ainda é utilizada como anti-
infecciosa em doenças oculares, otites e dermatoses (MAKAMBILA-
KOUBEMBA et al., 1997). Em Trindade-Tobago, esta espécie é 
utilizada no tratamento de problemas de próstata (LANS, 2007), em El 
Salvador, é utilizada no tratamento de doenças venéreas e na Colômbia, 
como hemostática (HIRSCHHORN, 1982).  
O chá das partes aéreas de A. conyzoides é utilizado popularmente 
no tratamento de diversas doenças (MUSTAFA et al., 2005). A 
Imagem: LIFEMAPPER 
Figura 12 – Localização geográfica da espécie A. conyzoides. 
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população de Criciúma, Santa Catarina, utiliza esta espécie no 
tratamento de reumatismo, dores articulares, edemas, depressão, cólicas 
menstruais, analgésico, anti-inflamatório, combate à tosse e no 
tratamento de psoríase (ESCOBAR, 2007). 
Ageratum conyzoides foi recentemente citada no anexo I da RDC 
10, de 9 de março de 2010, onde está indicado o uso de suas partes 
aéreas sem as flores, na forma de infusão com 2-3 g (2-3 colheres de 
chá) em 150 mL (xícara de chá), na posologia de uma xícara de chá de 
duas a três vezes por dia, para o tratamento de dores articulares (artrite e 
artrose) e reumatismo, sendo contra-indicado o uso por pessoas com 
problemas hepáticos e não devendo ser utilizada por mais de três 
semanas consecutivas (ANVISA, 2010).  
 
1.2.6. Atividades biológicas 
 
O “chá” de A. conyzoides apresentou atividade analgésica nas 
dores crônicas do aparelho locomotor em 66% dos pacientes observados 
com artrose. O efeito analgésico iniciou na segunda semana de uso e 
perdurou após a suspensão do chá. Também, foi observado que a 
mobilidade articular não foi diretamente influenciada pelo chá. Ainda, 
não foram observados quaisquer efeitos colaterais clínicos e 
laboratoriais (NETO et al., 1988). 
A revisão dos testes farmacológicos pré-clínicos publicados até o 
momento com a espécie A. conyzoides está apresentada na forma de 
tabelas, sendo que na Tabela 1 estão os trabalhos encontrados com as 
atividades analgésica, anti-inflamatória, relaxante muscular e toxicidade 
e na Tabela 2 estão os resultados encontrados com as atividades 
antimicrobianas. Além desses resultados, foram encontrados diversos 
trabalhos testando as atividades inseticida (LIMA et al., 2010), 
(SHARMA et al., 2009), (MOREIRA et al., 2007), (DE MENDONÇA 
et al., 2005), (PRAJAPATI et al., 2003), (AYINDE & ODIGIE, 2001), 
(BOUDA et al., 2001), (PARI et al., 2001), (GBOLADE et al., 1999), 
(BHATHAL et al., 1994), (SAXENA et al., 1992), (SAXENA & 
SAXENA, 1992), (FAGOONEE & UMRIT, 1981), (VYAS & 
MULCHANDANI, 1980), repelente (SOARES et al., 2010), (DAS et 
al., 2007), (TRONGTOKIT et al., 2005), larvicida (MACEDO et al., 
1997), (GONZALEZ et al., 1991), (CALLE et al., 1990), (SUJATHA et 
al., 1988), antiparasitária (NOUR et al., 2010), antiprotozoária (NOUR 
et al., 2006), anticoccidiana (NWEZE et al., 2008), moluscicida 
(MENDES et al., 1999), nematicídica (NISAR & HUSAIN, 1990), anti-
helmíntica (SHARMA et al., 1979a), antitumoral (ADEBAYO et al., 
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2010a), (MOMESSO et al., 2009), (ROSANGKIMA & PRASAD, 
2004), (JAGETIA et al., 2003), alelopática (KONG, 2010), (KONG et 
al., 2005), (SINGH et al., 2003), (KONG et al., 2002), (KATO-
NOGUCHI, 2001), (KONG et al., 1999), (XU et al., 1999), 
hipoglicêmica (NYUNAÏ et al., 2009), (NYUNAÏ et al, 2006), 
antiulcerogênica e protetora gástrica (SALMAH et al., 2005), 
(SHIRWAIKAR et al., 2003), potencial hematopoiético (ITA et al., 
2007) e hemostática (ACHOLA et al., 1994) de A. conyzoides. 
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fo
i 
al
te
ra
d
o
. 
3
0
 
m
g
/k
g
: 
b
lo
q
u
eo
u
 
si
g
n
if
ic
at
iv
am
en
te
 
o
 
au
m
en
to
 d
a 
p
er
m
ea
b
il
id
ad
e 
v
as
cu
la
r 
cu
tâ
n
ea
. 
D
u
p
li
co
u
 a
 p
er
m
ea
b
il
id
ad
e 
v
as
cu
la
r 
in
d
u
zi
d
a 
p
o
r 
h
is
ta
m
in
a.
 
O
s 
ex
tr
at
o
s 
p
o
d
em
 i
n
ib
ir
 r
ea
çõ
es
 i
n
fl
am
at
ó
ri
as
 
in
d
u
zi
d
as
 
p
o
r 
es
tí
m
u
lo
s 
q
u
e 
m
o
b
il
iz
am
 
n
eu
tr
ó
fi
lo
s.
 
M
et
o
d
o
lo
g
ia
 
F
ra
çã
o
  
d
o
  
ex
tr
at
o
 
h
id
ro
al
co
ó
li
co
 
so
lú
v
el
  
em
 á
g
u
a.
 
A
ti
v
id
ad
e 
A
n
al
g
és
ic
a 
 
e 
 
an
ti
-
in
fl
am
at
ó
ri
a.
 
M
o
d
el
o
 
R
at
o
s.
 
R
ef
er
ên
ci
a,
 e
m
 
o
rd
em
 d
ec
re
sc
en
te
 
d
e 
d
at
a 
M
A
G
A
L
H
Ã
E
S
 
et
 
al
.,
 1
9
9
7
. 
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R
es
u
lt
ad
o
 
B
lo
q
u
eo
u
  
a 
at
iv
id
ad
e 
n
eu
ro
m
u
sc
u
la
r 
d
e 
n
er
v
o
s 
fr
ên
ic
o
s 
is
o
la
d
o
s 
d
e 
d
ia
fr
ag
m
as
. 
A
 
fi
so
st
ig
m
in
a 
n
ão
 
re
v
er
te
u
 e
st
e 
b
lo
q
u
ei
o
. 
B
lo
q
u
eo
u
 a
 a
ti
v
id
ad
e 
d
o
 c
an
al
 d
e 
cá
lc
io
. 
 
O
 
n
ú
m
er
o
 
d
e 
có
li
ca
s 
so
fr
id
as
 
p
el
o
s 
an
im
ai
s 
co
n
tr
o
le
 
fo
i 
d
e 
4
1
,6
6
 
±
 
9
,9
6
 
e,
 
p
el
o
s 
an
im
ai
s 
tr
at
ad
o
s 
co
m
 A
. 
co
n
yz
o
id
es
 f
o
i 
d
e 
1
2
,5
 ±
 1
,0
8
. 
A
p
re
se
n
to
u
  
si
g
n
if
ic
an
te
s 
at
iv
id
ad
es
 
an
ti
-
in
fl
am
at
ó
ri
a 
e 
an
al
g
és
ic
a,
 e
 a
lí
v
io
 
d
as
 
co
n
tr
aç
õ
es
 
se
m
 
to
x
ic
id
ad
e 
g
ás
tr
ic
a.
 
M
et
o
d
o
lo
g
ia
 
E
x
tr
at
o
 m
et
an
ó
li
co
 
d
as
 p
ar
te
s 
aé
re
as
 e
 
d
as
 r
aí
ze
s.
 
S
u
m
o
 
d
as
 
fo
lh
as
 
fr
es
ca
s.
 
D
o
se
 
o
ra
l 
d
e 
1
2
5
 
m
g
/k
g
. 
T
es
te
 
d
e 
K
o
st
er
, 
u
ti
li
za
n
d
o
 
ác
id
o
 
ac
ét
ic
o
 
co
m
o
 
in
d
u
to
r 
d
e 
có
li
ca
s.
 
Ó
le
o
 e
ss
en
ci
al
. 
A
ti
v
id
ad
e 
B
lo
q
u
ea
d
o
r 
n
eu
ro
m
u
sc
u
la
r.
 
A
n
al
g
és
ic
a.
 
A
n
ti
-i
n
fl
am
at
ó
ri
a,
 
an
al
g
és
ic
a 
 
e 
an
ti
p
ir
ét
ic
a.
 
M
o
d
el
o
 
N
er
v
o
 
fr
ên
ic
o
 
is
o
la
d
o
  
d
e 
d
ia
fr
ag
m
as
 d
e 
ra
to
s.
 
R
at
o
s.
 
C
am
u
n
d
o
n
g
o
s 
e 
ra
to
s.
 
R
ef
er
ên
ci
a,
 e
m
 o
rd
em
 
d
ec
re
sc
en
te
 d
e 
d
at
a 
A
C
H
O
L
A
  
&
 M
U
N
E
N
G
E
, 
1
9
9
7
. 
M
A
K
A
M
B
IL
A
-
K
O
U
B
E
M
B
A
 
et
 
al
., 
1
9
9
7
. 
A
B
E
N
A
 e
t 
al
.,
  
1
9
9
6
. 
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R
es
u
lt
ad
o
 
R
ed
u
zi
u
 s
ig
n
if
ic
at
iv
am
en
te
 o
 e
d
em
a 
d
e 
p
at
a 
in
d
u
zi
d
o
 p
o
r 
ca
rr
ag
en
in
a 
em
 r
at
o
s.
 
O
 e
x
tr
at
o
 p
o
ss
u
i 
p
ro
p
ri
ed
ad
es
  
an
ti
-i
n
fl
am
at
ó
ri
as
 e
 a
n
al
g
és
ic
as
. 
S
em
 e
fe
it
o
s 
tó
x
ic
o
s 
ag
u
d
o
s 
 
em
 c
am
u
n
d
o
n
g
o
s.
 
5
0
 
e 
1
0
0
 
m
g
/k
g
: 
ca
u
so
u
 
at
ax
ia
 
p
re
co
ce
, 
se
d
aç
ão
 e
 l
ev
e 
p
to
se
. 
6
 h
o
ra
s 
ap
ó
s 
a 
in
je
çã
o
, 
o
s 
ef
ei
to
s 
d
es
ap
ar
ec
er
am
 e
 o
co
rr
eu
 r
ed
u
çã
o
 
d
a 
at
iv
id
ad
e
 m
o
to
ra
 e
sp
o
n
tâ
n
ea
. 
T
o
d
as
 a
s 
d
o
se
s 
ig
u
ai
s 
o
u
 s
u
p
er
io
re
s 
a 
1
2
5
 
m
g
/k
g
 c
au
sa
ra
m
 m
o
rt
al
id
ad
e.
 
0
,1
 
a 
5
 
g
/k
g
: 
in
d
u
zi
u
 
se
d
aç
ão
 
e 
re
d
u
zi
u
 a
 
m
o
ti
li
d
ad
e 
es
p
o
n
tâ
n
ea
. 
2
 
g
/k
g
: 
n
ão
 
in
fl
u
en
ci
o
u
 
o
 
ed
em
a 
d
e 
p
at
a 
in
d
u
zi
d
o
 p
o
r 
ca
rr
ag
en
in
a 
o
u
 d
ex
tr
an
a,
 n
em
 
re
d
u
zi
u
 
o
 
ed
em
a 
d
e 
p
at
a 
cr
ô
n
ic
o
 
in
d
u
zi
d
o
 
p
o
r 
ad
ju
v
an
te
 
d
e 
F
re
u
d
 
co
m
p
le
to
 
o
u
 
fo
rm
al
d
eí
d
o
 
e 
n
ão
 
af
et
o
u
 
as
 
co
n
tr
aç
õ
es
 
in
d
u
zi
d
as
 p
o
r 
ác
id
o
 a
cé
ti
co
. 
M
et
o
d
o
lo
g
ia
 
E
x
tr
at
o
 
et
an
ó
li
co
 
d
as
 
ra
íz
es
. 
D
o
se
: 
1
0
0
 
e 
3
0
0
 m
g
/k
g
. 
S
u
m
o
  
d
as
 f
o
lh
as
. 
A
ti
v
id
ad
e 
m
o
to
ra
 
es
p
o
n
tâ
n
ea
  
e 
an
al
g
és
ic
a.
 
E
x
tr
at
o
 
aq
u
o
so
. 
A
d
m
in
is
tr
aç
ão
 
o
ra
l.
 
A
ti
v
id
ad
e 
A
n
al
g
és
ic
a 
e 
 
an
ti
-i
n
fl
am
at
ó
ri
a.
 
A
n
al
g
és
ic
a.
 
A
n
al
g
és
ic
a 
e 
 
an
ti
-i
n
fl
am
at
ó
ri
a.
 
M
o
d
el
o
 
C
am
u
n
d
o
n
g
o
s 
e 
ra
to
s.
 
R
at
o
s 
W
is
ta
r.
 
R
at
o
s 
 
e ca
m
u
n
d
o
n
g
o
s.
 
R
ef
er
ên
ci
a,
 e
m
 
o
rd
em
 d
ec
re
sc
en
te
 
d
e 
d
at
a 
T
A
N
D
O
N
 
et
 
al
.,
 
1
9
9
4
. 
A
B
E
N
A
 
et
 
al
.,
 
1
9
9
3
. 
Y
A
M
A
M
O
T
O
 
et
 
al
.,
 1
9
9
1
. 
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a 
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 A
ti
v
id
ad
e 
an
ti
m
ic
ro
b
ia
n
a 
d
e 
A
. 
co
n
yz
o
id
es
. 
R
es
u
lt
ad
o
 
O
 
cr
es
ci
m
en
to
 
e 
a 
p
ro
d
u
çã
o
 
d
e 
af
la
to
x
in
a 
p
o
r 
ce
p
as
 
to
x
ig
ên
ic
as
 d
e 
A
sp
er
g
il
lu
s 
p
a
ra
si
ti
cu
s 
fo
ra
m
 c
o
m
p
le
ta
m
en
te
 
in
ib
id
o
s.
 
A
ti
v
id
ad
e 
an
ti
b
ac
te
ri
an
a 
fo
rt
e 
co
n
tr
a 
S
ta
p
h
yl
o
co
cc
u
s 
a
u
re
u
s 
e 
B
a
ci
ll
u
s 
su
b
ti
li
s.
 
O
 
ex
tr
at
o
 
em
 
m
et
an
o
l 
ap
re
se
n
to
u
 
m
ai
o
r 
at
iv
id
ad
e 
an
ti
o
x
id
an
te
 n
o
s 
en
sa
io
s 
F
R
A
P
 
e 
D
P
P
H
, 
en
q
u
an
to
 
o
 
ó
le
o
 
es
se
n
ci
al
 a
p
re
se
n
to
u
 m
ai
o
r 
in
ib
iç
ão
 d
a 
p
er
o
x
id
aç
ão
 l
ip
íd
ic
a.
 
In
ib
iç
ão
 d
o
 c
re
sc
im
en
to
: 
8
5
,8
5
 ±
 2
,8
7
. 
N
as
 c
o
n
ce
n
tr
aç
õ
es
 s
u
p
er
io
re
s 
a 
0
,1
 µ
g
/m
L
, 
o
co
rr
eu
 i
n
ib
iç
ão
 
co
m
p
le
ta
 d
a 
af
la
to
x
in
a.
 
M
et
o
d
o
lo
g
ia
 
Ó
le
o
 
es
se
n
ci
al
: 
an
ti
af
la
to
x
in
a 
(d
if
u
sã
o
 e
m
 d
is
co
).
 
Ó
le
o
 
es
se
n
ci
al
 
e 
ex
tr
at
o
 
em
 
m
et
an
o
l:
 
an
ti
o
x
id
an
te
 
(F
R
A
P
, 
D
P
P
H
, 
in
ib
iç
ão
 
d
a 
p
er
o
x
id
aç
ão
 
li
p
íd
ic
a)
. 
Ó
le
o
 e
ss
en
ci
al
 d
as
 f
o
lh
as
. 
 
A
n
ti
fú
n
g
ic
a 
co
n
tr
a 
A
sp
er
g
il
lu
s 
fl
a
vu
s 
n
k
d
h
v
8
. 
C
o
n
ce
n
tr
aç
ão
: 
1
,0
 µ
L
/m
L
. 
Ó
le
o
 e
ss
en
ci
al
 (
0
,0
 –
 3
0
 µ
g
/m
L
).
 
A
n
ti
fú
n
g
ic
a 
(a
fl
at
o
x
in
a 
 
–
 A
sp
er
g
il
lu
s 
fl
a
vu
s)
. 
R
ef
er
ên
ci
a,
 e
m
 o
rd
em
 
d
ec
re
sc
en
te
 d
e 
d
at
a 
P
A
T
IL
 e
t 
al
.,
 2
0
1
0
. 
K
U
M
A
R
 e
t 
al
.,
 2
0
1
0
. 
N
O
G
U
E
IR
A
 e
t 
al
.,
 2
0
0
9
. 
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T
ab
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a 
2
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 C
o
n
ti
n
u
aç
ão
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R
es
u
lt
ad
o
 
In
ib
iç
ão
 d
o
 c
re
sc
im
en
to
: 
 
3
2
,5
 ±
 0
,8
6
 e
 4
6
,4
 ±
 1
,0
1
. 
In
ib
iç
ão
 d
o
 c
re
sc
im
en
to
: 
1
,0
 µ
L
/m
L
: 
8
3
,9
3
 ±
 3
,0
5
 
1
,5
 µ
L
/m
L
: 
9
5
,3
0
 ±
 2
,0
2
. 
O
 e
x
tr
at
o
 m
et
an
ó
li
co
 i
n
ib
iu
 o
 c
re
sc
im
en
to
 
d
e 
to
d
as
 
as
 
ce
p
as
 
d
e 
S
. 
a
u
re
u
s 
co
m
 
d
iâ
m
et
ro
 
d
e 
zo
n
a 
d
e 
in
ib
iç
ão
 
v
ar
ia
n
d
o
 
en
tr
e 
2
6
 
e 
2
8
 
m
m
, 
fo
i 
fr
ac
am
en
te
 
at
iv
o
 
co
n
tr
a 
E
. 
co
li
 e
 n
ão
 i
n
ib
iu
 P
. 
a
er
u
g
in
o
sa
. 
O
 e
x
tr
at
o
 a
q
u
o
so
 e
 o
 e
x
tr
at
o
 e
m
 4
0
-6
0
%
 d
e 
ét
er
 d
e 
p
et
ró
le
o
 
n
ão
 a
p
re
se
n
to
u
 a
ti
v
id
ad
e 
in
ib
it
ó
ri
a 
p
ar
a 
o
s 
m
ic
ro
rg
an
is
m
o
s 
te
st
ad
o
s.
 
M
et
o
d
o
lo
g
ia
 
Ó
le
o
 e
ss
en
ci
al
 d
as
 f
o
lh
as
. 
A
n
ti
fú
n
g
ic
o
 
co
n
tr
a 
ce
p
as
 
to
x
ig
ên
ic
as
 
d
e 
A
sp
er
g
il
lu
s 
fl
a
vu
s 
n
av
jo
t 
4
n
st
 e
 s
ak
ti
m
an
 3
n
st
).
 
C
o
n
ce
n
tr
aç
ão
: 
1
0
0
0
 µ
L
/L
. 
Ó
le
o
 e
ss
en
ci
al
. 
A
n
ti
fú
n
g
ic
a 
co
n
tr
a 
ce
p
as
 
to
x
ig
ên
ic
as
 
d
e 
A
sp
er
g
il
lu
s 
fl
a
vu
s.
 
C
o
n
ce
n
tr
aç
ão
: 
1
,0
 e
 1
,5
 µ
L
/m
L
. 
F
lo
re
s,
 f
o
lh
as
 e
 r
aí
ze
s 
ex
tr
aí
d
as
 e
m
 S
o
x
h
le
t 
co
m
 
ét
er
 
d
e 
p
et
ró
le
o
, 
d
ic
lo
ro
m
et
an
o
 
e 
m
et
an
o
l,
 
su
ce
ss
iv
am
en
te
. 
E
x
tr
at
o
 a
q
u
o
so
. 
A
n
ti
m
ic
ro
b
ia
n
a 
co
n
tr
a 
S
ta
p
h
yl
o
co
cc
u
s 
a
u
re
u
s 
n
ct
c 
6
5
7
1
 
e 
S
ta
p
h
yl
o
co
cc
u
s 
a
u
re
u
s 
n
ct
c 
1
2
4
9
3
 
re
si
st
en
te
 a
 m
et
ic
il
in
a 
e 
co
n
tr
a 
ce
p
as
 r
es
is
te
n
te
s,
 
is
o
la
d
as
 c
li
n
ic
am
en
te
, 
d
e 
S
ta
p
h
yl
o
co
cc
u
s 
a
u
re
u
s,
 
P
se
u
d
o
m
o
n
a
s 
a
er
u
g
in
o
sa
 e
 E
sc
h
er
ic
h
ia
 c
o
li
. 
R
ef
er
ên
ci
a,
 e
m
 o
rd
em
 
d
ec
re
sc
en
te
 d
e 
d
at
a 
S
IN
G
H
 e
t 
al
.,
 2
0
0
9
. 
K
U
M
A
R
 e
t 
al
.,
 2
0
0
8
. 
D
A
Y
IE
, 
2
0
0
8
. 
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T
ab
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a 
2
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 C
o
n
ti
n
u
aç
ão
..
. 
R
es
u
lt
ad
o
 
N
ão
 i
n
ib
iu
 S
. 
m
u
ta
n
s.
 
A
ti
v
id
ad
e 
an
ti
b
ac
te
ri
an
a 
p
o
te
n
te
, 
co
m
 
d
iâ
m
et
ro
 d
e 
zo
n
a 
d
e 
in
ib
iç
ão
 v
ar
ia
n
d
o
 d
e 
0
 
a 
3
0
 m
m
. 
T
o
d
o
s 
o
s 
ex
tr
at
o
s 
em
 
h
ex
an
o
 
ti
v
er
am
 
ef
ic
iê
n
ci
a 
d
e 
1
0
0
%
 e
m
 t
o
d
as
 a
s 
b
ac
té
ri
as
 
te
st
ad
as
. 
O
s 
ex
tr
at
o
s 
in
ib
ir
am
 
o
 
cr
es
ci
m
en
to
 
d
as
 
b
ac
té
ri
as
 i
so
la
d
as
, 
d
e 
 
m
an
ei
ra
 c
o
n
ce
n
tr
aç
ão
 d
ep
en
d
en
te
. 
A
s 
C
IM
 v
ar
ia
ra
m
 e
n
tr
e 
6
,2
5
 e
 1
0
0
 m
g
/m
L
 
e 
a 
C
B
M
 v
ar
io
u
 e
n
tr
e 
3
,1
3
 e
 5
0
 m
g
/m
L
. 
N
ão
 
in
ib
iu
 
o
 
cr
es
ci
m
en
to
 
d
e 
n
en
h
u
m
 
m
ic
ro
rg
an
is
m
o
 t
es
ta
d
o
. 
M
et
o
d
o
lo
g
ia
 
E
x
tr
at
o
s 
aq
u
o
so
 e
 e
ta
n
ó
li
co
. 
A
n
ti
m
ic
ro
b
ia
n
a 
co
n
tr
a 
S
tr
ep
to
co
cc
u
s 
m
u
ta
n
s 
is
o
la
d
a 
d
e 
p
ac
ie
n
te
s 
co
m
 c
ár
ie
. 
E
x
tr
at
o
 m
et
an
ó
li
co
. 
H
. 
p
yl
o
ri
 i
so
la
d
o
 d
e 
am
o
st
ra
s 
d
e 
b
ió
p
si
a 
g
ás
tr
ic
a 
d
e 
p
ac
ie
n
te
s 
q
u
e 
ap
re
se
n
ta
v
am
 
co
m
p
li
ca
çõ
es
 
g
as
tr
o
d
u
o
d
en
ai
s.
 
E
x
tr
at
o
s 
em
 h
ex
an
o
 d
as
 f
o
lh
as
, 
ra
m
o
s 
e 
ra
íz
es
. 
S
ta
p
h
yl
o
co
cc
u
s 
a
u
re
u
s,
 
Y
er
si
n
ia
 
en
te
ro
co
li
ti
ca
, 
S
a
lm
o
n
el
la
 g
a
ll
in
a
ru
m
 e
 E
sc
h
er
ic
h
ia
 c
o
li
. 
E
x
tr
at
o
 m
et
an
ó
li
co
. 
M
ét
o
d
o
 d
e 
d
if
u
sã
o
. 
S
. 
a
u
re
u
s 
(4
 c
ep
as
),
 E
. 
co
li
 (
2
 c
ep
as
),
 P
. 
a
er
u
g
in
o
sa
 (
1
 
ce
p
a)
, 
P
ro
te
u
s 
sp
p
. 
(3
 c
ep
as
) 
e 
S
h
ig
el
la
 s
p
p
. 
(1
 c
ep
a)
. 
 
R
ef
er
ên
ci
a,
 e
m
 o
rd
em
 
d
ec
re
sc
en
te
 d
e 
d
at
a 
A
M
A
D
I 
et
 a
l.
, 
2
0
0
7
. 
N
D
IP
 e
t 
al
.,
 2
0
0
7
. 
O
K
W
O
R
I 
et
 
al
., 
2
0
0
7
. 
C
H
A
H
 e
t 
al
.,
 2
0
0
6
. 
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o
n
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n
u
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R
es
u
lt
ad
o
 
C
IM
: 
5
5
,4
 (
et
an
ó
li
co
) 
e 
7
1
,0
 µ
g
/m
L
 (
aq
u
o
so
).
 
E
fi
ci
en
te
 c
o
n
tr
a 
S
. 
a
u
re
u
s,
 S
. 
a
u
re
u
s 
re
si
st
en
te
 a
 m
et
ic
il
in
a,
 
A
sp
er
g
il
lu
s 
fu
m
ig
a
tu
s 
e 
C
a
n
d
id
a
 s
p
p
. 
In
ef
ic
ie
n
te
 p
ar
a 
P
se
u
d
o
m
o
n
a
s 
a
er
u
g
in
o
sa
, 
E
sc
h
er
ic
h
ia
 c
o
li
, 
S
ta
p
h
yl
o
co
cc
u
s 
a
u
re
u
s 
e 
C
a
n
d
id
a
 a
lb
ic
a
n
s.
 
O
 e
x
tr
at
o
 b
ru
to
 f
o
i 
m
ai
s 
ef
ic
az
 n
a 
in
ib
iç
ão
 d
o
 c
re
sc
im
en
to
 
en
q
u
an
to
 o
 
ó
le
o
 e
ss
en
ci
a
l 
p
ro
p
o
rc
io
n
o
u
 
in
ib
iç
ão
 
to
ta
l 
d
o
 
cr
es
ci
m
en
to
 e
 g
er
m
in
aç
ão
 d
e 
es
p
o
ro
rs
 d
e 
D
. 
b
ry
o
n
ia
e.
 
C
o
n
tr
o
le
 
si
g
n
if
ic
at
iv
o
 
d
o
 
cr
es
ci
m
en
to
 
d
e 
A
lk
a
li
g
en
s 
vi
sc
o
la
ct
is
, 
K
le
b
si
el
la
 
a
er
o
g
en
a
s,
 
B
a
ci
ll
u
s 
ce
re
u
s 
e 
S
tr
ep
to
co
cc
u
s 
p
yo
g
en
s.
 
N
ão
 i
n
ib
iu
 a
 g
er
m
in
aç
ão
 d
e 
es
p
o
ro
s 
d
e 
D
. 
o
ry
za
e.
 
M
et
o
d
o
lo
g
ia
 
E
x
tr
at
o
 e
ta
n
ó
li
co
 e
 a
q
u
o
so
. 
S
. 
a
u
re
u
s 
N
C
IB
 8
5
8
8
. 
E
x
tr
at
o
 e
m
 h
ex
an
o
. 
In
co
rp
o
ra
çã
o
 d
o
 e
x
tr
at
o
 e
m
 s
ab
o
n
et
e.
 
E
x
tr
at
o
 b
ru
to
 e
 ó
le
o
 e
ss
en
ci
al
. 
A
n
ti
fú
n
g
ic
a 
p
ar
a 
D
id
ym
el
la
 b
ry
o
n
ia
e
. 
R
es
íd
u
o
 a
q
u
o
so
. 
D
if
u
sã
o
 e
m
 d
is
co
. 
E
x
tr
at
o
 d
as
 f
o
lh
as
. 
R
ef
er
ên
ci
a,
 e
m
 
o
rd
em
 d
ec
re
sc
en
te
 
d
e 
d
at
a 
A
K
IN
Y
E
M
I 
et
 a
l.
, 
2
0
0
5
. 
H
O
F
F
M
A
N
 e
t 
al
.,
 
2
0
0
4
. 
M
O
O
D
Y
 
et
 
al
.,
 
2
0
0
4
. 
F
IO
R
I 
et
 a
l.
, 
2
0
0
0
. 
P
E
R
U
M
A
L
 
et
 
al
.,
 
1
9
9
9
. 
G
A
N
E
S
A
N
 
&
 
K
R
IS
H
N
A
R
A
JU
, 
1
9
9
5
. 
49 
 
T
ab
el
a 
2
 –
 C
o
n
ti
n
u
aç
ão
..
. 
R
es
u
lt
ad
o
 
In
ib
iu
 9
0
%
 d
o
 c
re
sc
im
en
to
 d
o
 f
u
n
g
o
 A
. 
fl
a
vu
s 
em
 3
0
0
0
 p
p
m
. 
A
p
re
se
n
to
u
 a
ti
v
id
ad
e 
m
o
lu
sc
ic
id
a.
 
A
ti
v
id
ad
e 
an
ti
fú
n
g
ic
a 
co
n
tr
a:
 
E
. 
fl
o
cc
o
su
m
, 
M
. 
ca
n
is
 
e 
T
. 
m
en
ta
g
ro
p
h
yt
es
. 
O
 ó
le
o
 e
ss
en
ci
al
 i
n
ib
iu
 o
 c
re
sc
im
en
to
 d
e 
A
. 
fl
a
vu
s,
 e
n
q
u
an
to
 o
 
ex
tr
at
o
 e
ta
n
ó
li
co
 n
ão
 i
n
ib
iu
. 
O
 
ó
le
o
 
es
se
n
ci
al
 
ta
m
b
ém
 
in
ib
iu
 
o
s 
fu
n
g
o
s:
 
H
.t
u
rc
ic
u
m
, 
H
. 
o
ry
za
e,
 C
. 
ca
p
si
ci
, 
P
. 
se
ta
ri
a
e
 e
 F
. 
m
o
n
il
if
o
rm
e
. 
O
 
ó
le
o
 
es
se
n
ci
al
 
n
ão
 
ap
re
se
n
to
u
 
at
iv
id
ad
e 
co
n
tr
a 
b
ac
té
ri
as
 
p
at
o
g
ên
ic
as
 
d
e 
b
at
at
a:
 
B
. 
p
o
ly
m
yx
a
, 
E
. 
ca
ro
to
vo
ra
 
v
ar
. 
a
tr
o
se
p
ti
ca
, 
E
. 
ca
ro
to
vo
ra
, 
P
. 
p
u
ti
d
a
, 
P
. 
so
la
n
a
ce
a
ru
m
 
e 
X
. 
ve
si
ca
to
ri
a
. 
M
et
o
d
o
lo
g
ia
 
Ó
le
o
 e
ss
en
ci
al
. 
Ó
le
o
 e
ss
en
ci
al
 d
as
 f
o
lh
as
. 
Ó
le
o
 e
ss
en
ci
al
. 
C
o
n
ce
n
tr
aç
ão
: 
2
0
0
0
 p
p
m
. 
Ó
le
o
 e
ss
en
ci
al
 e
 e
x
tr
at
o
 e
ta
n
ó
li
co
. 
D
if
u
sã
o
 e
m
 d
is
co
. 
Ó
le
o
 e
ss
en
ci
al
. 
R
ef
er
ên
ci
a,
 e
m
 
o
rd
em
 d
ec
re
sc
en
te
 
d
e 
d
at
a 
M
IS
H
R
A
  
&
 D
U
B
E
Y
, 
1
9
9
4
. 
E
K
U
N
D
A
Y
O
  
et
 a
l.
, 
1
9
8
8
. 
S
IN
G
H
  
et
 a
l.
, 
1
9
8
6
. 
A
S
T
H
A
N
A
  
et
 a
l.
, 
1
9
8
2
. 
P
A
N
D
E
Y
  
et
 a
l.
, 
1
9
8
1
. 
50 
 
T
ab
el
a 
2
 –
 C
o
n
ti
n
u
aç
ão
..
. 
R
es
u
lt
ad
o
 
A
p
re
se
n
to
u
 
at
iv
id
ad
e 
co
n
tr
a 
V
. 
ch
o
le
ra
e
, 
S
. 
sh
ig
a
e,
 
S
. 
p
yo
g
en
es
, 
C
. 
d
ip
h
th
er
ia
e 
e 
S
. 
ty
p
h
i.
 
A
ti
v
id
ad
e 
an
ti
b
ac
te
ri
an
a 
co
n
tr
a 
S
ta
p
h
yl
o
co
cc
u
s 
a
u
re
u
s.
 
In
ib
iu
 c
o
m
p
le
ta
m
en
te
 o
 c
re
sc
im
en
to
 d
o
s 
fu
n
g
o
s 
C
. 
a
lb
ic
a
n
s 
S
P
-1
4
, 
C
. 
n
eo
fo
rm
a
n
s 
S
P
-1
6
, 
S
. 
ro
lf
ss
i 
S
P
-5
 e
 T
. 
m
en
ta
g
ro
p
h
yt
es
 S
P
-1
2
. 
M
et
o
d
o
lo
g
ia
 
Ó
le
o
 e
ss
en
ci
al
. 
E
x
tr
at
o
 b
ru
to
 d
as
 f
o
lh
as
. 
Ó
le
o
 e
ss
en
ci
al
. 
R
ef
er
ên
ci
a,
 e
m
 
o
rd
em
 d
ec
re
sc
en
te
 
d
e 
d
at
a 
S
H
A
R
M
A
 
et
 
al
.,
 
1
9
7
9
b
. 
D
U
R
O
D
O
L
A
, 
1
9
7
7
. 
R
A
O
, 
1
9
7
6
. 
51 
 
1.3. Produtos Naturais 
 
A ciência, especialmente diversas áreas da química, tem usado, 
copiado e modificado moléculas sintetizadas por seres vivos com o 
objetivo de inovação em diversas áreas, especialmente na produção de 
fármacos (COSTA-LOTUFO et al., 2009). Estima-se que 80% dos 
fármacos em uso são produtos naturais ou foram inspirados pela 
natureza (HARVEY, 2009). 
O estudo de metabólitos secundários produzidos por plantas tem 
proporcionado a descoberta de novas moléculas bioativas. Os produtos 
naturais distinguem-se dos sintéticos pela diversidade molecular e 
funcionalidade biológica (NISBET & MOORE, 1997).  
 
1.3.1. Alcaloides pirrolizidínicos 
 
Os alcaloides pirrolizidínicos (AP) e as plantas que os contém são 
objeto de investigações científicas porque muitas destas plantas são 
utilizadas medicinalmente (WIEDENFELD & RÖDER, 1984). Os AP 
são encontrados principalmente em plantas das famílias Asteraceae 
(tribos Senecioneae e Eupatorieae), Boraginaceae e Fabaceae 
(WIEDENFELD & RÖDER, 1991). O primeiro relato da presença de 
alcaloides pirrolizidínicos no gênero Ageratum foi feito com a espécie 
A. conyzoides por WIEDENFELD & RÖDER (1991), sendo 
encontrados licopsamina e equinatina. Porém, POPP et al. (1967) já 
haviam descoberto a presença de alcaloides em extrato etanólico dos 
ramos e folhas de A. conyzoides em Soxhlet, utilizando teste rápido com 
os reagentes Sonnenschein, Mayer, Dragendorff e Scheibler.  
A ingestão de AP por seres humanos ocorre através de 
contaminação acidental de alimentos, como grãos, mel, ovos, leite ou 
através do uso de plantas medicinais (MOLINEUX et al., 2011).   
A estrutura básica dos AP (Figura 13) é chamada de necina e 
consiste em um sistema de anel bicíclico de 5 membros, ligados através 
de um átomo de nitrogênio (WIEDENFELD & RÖDER, 1984). A 
necina pode estar saturada ou possuir uma ligação dupla na posição 1-2. 
Podem existir 1 ou 2 grupos hidroxila nos carbonos C-2, C-6 ou C-7 
resultando na formação de estereoisômeros. As necinas estão 
esterificadas com ácidos nécicos, incluindo ácidos mono e 
dicarboxílicos com cadeias de carbono ramificadas que suportam como 
substituintes os grupos hidroxi, metoxi, epóxi, carboxi, acetoxi, e outros 
grupos alcoxi, resultando em uma grande diversidade estrutural 
(ROEDER, 1995). 
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Figura 13 – Estrutura básica de alcaloides pirrolizidínicos. 
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Os efeitos tóxicos e cancerígenos dos AP estão relacionados com 
a sua estrutura química. Apenas os alcaloides 1,2-insaturados são 
capazes de serem metabolizados a intermediários hepatotóxicos, 
enquanto os alcaloides saturados não são hepatotóxicos 
(WIEDENFELD & RÖDER, 1984). Os AP derivados de 1-hidroximetil-
1,2-dehidropirrolizidina e esterificados com no mínimo um ácido 
carboxílico na ramificação do C-5 são ainda mais tóxicos (MOLINEUX 
et al., 2011). 
Os AP ocorrem naturalmente como mono-ésteres (Figura 14) e 
di-ésteres, ou di-ésteres macrocíclicos (Figura 15). Sua forma N-óxido 
(Figura 16) frequentemente predomina. Os N-óxidos são mais 
hidrossolúveis e apresentam  propriedades físicas e vias metabólicas 
diferentes (MOLINEUX et al., 2011).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15 – Estrutura da senecionina, 
exemplo de AP  macrocíclico. 
Figura 14 – Estrutura da equinatina, 
exemplo de AP  mono-éster. 
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Figura 16 – Estrutura da licopsamina N-óxido. 
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Os AP 1,2-insaturados são produzidos nas raízes e transportados 
para as folhas e flores como N-óxidos, onde se acumulam tanto na forma 
de N-óxido como de base terciária. A proporção entre estas duas formas 
pode variar com a parte da planta e com a fase de crescimento 
(JOHNSON et al., 1985). 
Nos mamíferos, os AP 1,2-insaturados (Figura 17) ingeridos são 
oxidados no fígado por oxidases de função mista (citocromo P450s) a 
derivados pirrólicos (Figura 18). O anel pirrolizidínico torna o carbono 
C-7 e/ou C-9 altamente eletrofílico e capaz de reagir com nucleófilos de 
tecidos, concomitante com a clivagem dos substituintes ésteres, 
ocorrendo a ligação com proteínas e/ou ácidos nucleicos. Esta ligação a 
proteínas pode alterar a função celular e causar dano ou morte celular. 
Os metabólitos iniciais são tão reativos que causam dano hepático, no 
mesmo local onde são formados (MOLINEUX et al., 2011). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Como os N-óxidos não podem ser diretamente oxidados a 
metabólitos pirrólicos no fígado, mas são frequentemente detectados na 
urina eles são equivocadamente considerados não tóxicos. Porém, eles 
são previamente reduzidos pelas redutases da flora bacteriana intestinal 
(MOLINEUX et al., 2011). 
Na análise de AP, a principal vantagem de utilizar EM é a 
possibilidade de analisar ao mesmo tempo a base livre e as formas N-
óxido e ser mais sensível que RMN. Por outro lado, RMN apresenta 
excelente especificidade para AP 1,2-insaturados porque o próton H-2 
encontra-se numa região do espectro (aproximadamente 5,8 ppm), onde 
existe pouca interferência de outros sinais (MOLINEUX et al., 2011). 
Apesar de a planta Ageratum conyzoides ser quimicamente 
estudada, existem poucos trabalhos investigando a composição 
fitoquímica da infusão das partes aéreas desta espécie, inclusive quanto 
a presença de alcaloides pirrolizidinícos.  
 
 
N
HO
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O
OH
OH
N
HO
O
O
OH
OH
Figura 17 – AP 1,2-insaturado. Figura 18 – Derivado pirrólico. 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. Objetivo geral 
 
 Pesquisar a existência de alcaloides pirrolizidínicos no chá de 
Ageratum conyzoides preparado de acordo com a RDC 10 (ANVISA) e 
isolar as substâncias majoritárias da espécie Ageratum conyzoides. 
 
2.2. Objetivos específicos 
 
1) Pesquisar a existência de alcaloides pirrolizidínicos no chá de 
A. conyzoides através de espectrometria de massas e espectroscopia de 
ressonância magnética nuclear. 
2) Isolar as substâncias majoritárias presentes na infusão das 
partes aéreas de A. conyzoides por meio de coluna cromatográfica com 
resina do tipo Amberlite XAD-4 e XAD-7 e sílica. 
3) Isolar as substâncias majoritárias presentes nos extratos das 
partes aéreas de A. conyzoides preparados com os solventes orgânicos n-
hexano, diclorometano, acetato de etila e etanol por meio de coluna 
cromatográfica com sílica. 
4) Identificar as substâncias isoladas por meio de espectroscopia 
de ressonância magnética nuclear. 
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3. METODOLOGIA 
 
Os extratos foram preparados e as substâncias foram isoladas no 
Laboratório da Central Analítica no Departamento de Ciências 
Farmacêuticas da Universidade Federal de Santa Catarina. As análises 
de espectroscopia de ressonância magnética nuclear foram realizadas na 
Universidade do Vale do Itajaí e na Universidade Federal do Paraná. As 
análises de espectrometria de massas foram realizadas na Universidade 
Federal do Paraná e na Universidade de Atenas (em anexo). 
 
3.1. Material vegetal utilizado neste estudo 
 
3.1.1. Coleta da planta e identificação da espécie 
 
A espécie vegetal em estudo foi coletada de abril até novembro 
de 2010 no campus Trindade da Universidade Federal de Santa 
Catarina, próximo ao Horto de Plantas Medicinais do Hospital 
Universitário (48° 31,018’ O e 27° 35,855’ S) e em agosto de 2011 no 
Morro do Rapa, à esquerda da rampa de vôo livre, próximo à Praia 
Brava (48° 25,157’ O e 27° 23,492’ S), em Florianópolis, Santa Catarina 
(2011). A espécie foi identificada pelo botânico Prof. Dr. Renato Záchia 
e a excicata (No. SMDB 13.138) encontra-se depositada no Herbário da 
Universidade Federal de Santa Maria. 
 
3.1.2. Obtenção da droga vegetal 
 
A droga vegetal foi adquirida em uma farmácia de Ouro Preto, 
Minas Gerais (2011). 
 
3.1.3. Preparação da planta para análise fitoquímica 
 
As partes aéreas de A. conyzoides foram inicialmente secas em 
estufa com circulação de ar e temperatura controlada de 50 °C por 6 
dias. Após, foram trituradas em liquidificador e armazenadas em 
geladeira até o momento do uso.  
 
3.2. Obtenção dos extratos 
 
 Os extratos utilizados neste trabalho foram divididos em duas 
etapas, sendo a primeira etapa constituída dos extratos utilizados na 
pesquisa de alcaloides pirrolizidínicos e a segunda etapa constituída dos 
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extratos utilizados na pesquisa fitoquímica de outros metabólitos 
secundários (Fluxograma 1). 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
Fluxograma 1 – Extrações realizadas neste trabalho. 
 
3.2.1. Pesquisa de alcaloides pirrolizidínicos 
 
Os extratos visando o isolamento de alcaloides pirrolizidínicos 
(Fluxograma 2) foram obtidos por meio de extração em Soxhlet 
(Processo A, Fluxograma 3), maceração em metanol (Processo B, 
Fluxograma 4), decocção em água (Processo C, Fluxograma 5), 
maceração em água (Processo D, Fluxograma 6) e infusão em água 
(Processo E, Fluxograma 7). 
Foram preparados diversos extratos para pesquisar a presença de 
alcaloides pirrolizidínicos em A. conyzoides coletado em Florianópolis, 
Santa Catarina. 
Partes aéreas de Ageratum conyzoides 
Secas em estufa a 50 ºC e trituradas em liquidificador 
Pesquisa de alcaloides  
pirrolizidínicos 
(Item 3.2.1) 
Pesquisa fitoquímica  
de outros metabólitos secundários 
(Item 3.2.2) 
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3.2.1.1. Extração em Soxhlet (processo A) 
 
Doze gramas de planta seca e moída foram extraídos em Soxhlet 
com 50 mL de metanol, durante 8 horas. Permaneceram em repouso 
durante 3 dias dentro do Soxhlet e foram novamente extraídos por 8 
horas (WIEDENFELD & RÖDER, 1991). Esse extrato obtido em 
Soxhlet foi acidificado com 10 mL de HCl 2,5% até pH 3,0 e 
concentrado em rotaevaporador. Após, foi extraído com 100 mL de 
diclorometano, resultando em uma fase orgânica e uma fase aquosa. 
Esta fase aquosa foi alcalinizada com NH4OH diluída até pH 8,0 e 
particionada com diclorometano, resultando em uma fase aquosa e uma 
fase orgânica. Esta fase orgânica foi acidificada com HCl 2,5% até pH 
3,0 e extraída novamente com diclorometano, resultando em uma fase 
orgânica e uma fase aquosa. Esta fase aquosa foi alcalinizada com 
NH4OH diluída até pH 8,0 e extraída com diclorometano, resultando em 
uma fase aquosa e uma fase orgânica. Esta fase orgânica foi concentrada 
em rotaevaporador, armazenada no congelador por 7 dias e foi analisada 
por RMN (Fluxograma 3).  
 
  
62 
 
 
  
E
x
tr
aç
ão
 e
m
 S
o
x
h
le
t 
d
e 
1
2
 g
 d
e 
p
la
n
ta
 s
ec
a 
e 
tr
it
u
ra
d
a 
 c
o
m
 1
5
0
 m
L
 d
e 
m
et
an
o
l 
p
o
r 
8
 h
o
ra
s,
 c
o
m
 3
 d
ia
s 
d
e 
in
te
rv
al
o
 c
o
m
 a
 
p
la
n
ta
 e
m
 r
ep
o
u
so
 d
en
tr
o
 d
o
 S
o
x
h
le
t,
 e
 n
o
v
am
en
te
 e
x
tr
aç
ão
 p
o
r 
m
ai
s 
8
 h
o
ra
s 
(W
IE
D
E
N
F
E
L
D
 &
 R
Ö
D
E
R
, 
1
9
9
1
) 
A
ci
d
if
ic
aç
ão
 d
o
 e
x
tr
at
o
 c
o
m
 H
C
l 
2
,5
%
 a
té
 p
H
 3
,0
 
C
o
n
ce
n
tr
aç
ão
 e
m
 r
o
ta
ev
ap
o
ra
d
o
r 
E
x
tr
aç
ão
 c
o
m
 1
0
 m
L
 d
e 
C
H
2
C
l 2
 
F
as
e 
o
rg
ân
ic
a 
F
as
e 
aq
u
o
sa
 
A
lc
al
in
iz
aç
ão
 c
o
m
 N
H
4
O
H
 a
té
 p
H
 8
,0
 
P
ar
ti
çã
o
 c
o
m
 C
H
2
C
L
2
 
F
as
e 
aq
u
o
sa
 
F
as
e 
o
rg
ân
ic
a 
A
ci
d
if
ic
aç
ão
 d
o
 e
x
tr
at
o
 c
o
m
 H
C
l 
2
,5
%
 a
té
 p
H
 3
,0
 
E
x
tr
aç
ão
 c
o
m
 C
H
2
C
l 2
 
63 
 
 
  
F
as
e 
aq
u
o
sa
 
F
as
e 
o
rg
ân
ic
a 
A
lc
al
in
iz
aç
ão
 c
o
m
 N
H
4
O
H
 a
té
 p
H
 8
,0
 
P
ar
ti
çã
o
 c
o
m
 C
H
2
C
L
2
 
F
as
e 
aq
u
o
sa
 
F
as
e 
o
rg
ân
ic
a 
C
o
n
ce
n
tr
aç
ão
 e
m
 r
o
ta
ev
ap
o
ra
d
o
r 
A
rm
az
en
am
en
to
 n
o
 c
o
n
g
el
ad
o
r 
p
o
r 
7
 d
ia
s 
F
lu
x
o
g
ra
m
a 
3
 –
 E
x
tr
aç
ão
 e
m
 S
o
x
h
le
t 
(p
ro
ce
ss
o
 A
).
 
A
n
ál
is
e 
p
o
r 
R
M
N
 
64 
 
 
  
65 
 
3.2.1.2. Maceração em metanol (processo B) 
 
 Doze gramas de planta seca e triturada foram macerados a frio em 
50 mL de metanol por 3 dias e re-macerados sucessivamente por 3, 6 e 7 
dias. O extrato foi acidificado com 20 mL de HCl 2,5%. Após, foi 
realizada partição líquido-líquido com diclorometano, resultando em 75 
mL de fase orgânica e 350 mL de fase aquosa. Esta fase aquosa foi 
alcalinizada com NH4OH diluído e particionada com diclorometano, 
resultando em 350 mL de fase aquosa e 125 mL de fase orgânica. Esta 
fase orgânica foi acidificada com 20 mL de HCl 2,5% e particionada 
com diclorometano, resultando em 120 mL de fase orgânica e 130 mL 
de fase aquosa. Esta fase aquosa foi alcalinizada com NH4OH diluído e 
particionada com diclorometano, resultando em 175 mL de fase aquosa 
e 50 mL de fase orgânica. Esta fase orgânica que foi seca em 
rotaevaporador e analisada por RMN (Fluxograma 4). 
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3.2.1.3. Decocção ácida (processo C) 
 
Cem gramas de planta seca e triturada foram usados em uma 
decocção com 200 mL de água e HCl 2,5%. Este extrato aquoso foi 
basificado com NH4OH 50% e particionado 3 vezes com acetato de 
etila, resultando em uma fase aquosa e uma fase orgânica. Esta fase 
orgânica foi acidificada com HCl 2,5% e re-particionada 3 vezes com 
acetato de etila, resultando em uma fase orgânica e uma fase aquosa. 
Esta fase aquosa foi basificada com NH4OH 50% e particionada 3 vezes 
com acetato de etila, resultando em uma fase aquosa e uma fase 
orgânica. Esta fase orgânica foi analisada por RMN (Fluxograma 5). 
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3.2.1.4. Maceração em água (processo D) 
 
Oito gramas de planta seca e triturada foram macerados em 200 
mL de água fria (25 °C) sob agitação magnética contínua por 4 horas. 
Este procedimento foi repetido 2 vezes. O extrato foi analisado por EM 
(Fluxograma 6). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.2.1.5. Infusão em água (processo E) 
 
 Todas as infusões utilizadas neste estudo foram preparadas de 
acordo com a RDC 10/10 da ANVISA, sendo utilizados 3 g de planta 
para cada 150 mL de água quente (Fluxograma 7).  A infusão foi 
liofilizada e analisada por EM e RMN. A infusão liofilizada foi utilizada 
em  extração seletiva para alcaloides (Processo E-1, Fluxograma 8).  
 
  
Maceração de 8 g de planta seca e triturada em 200 mL de água (25 °C) 
(sob agitação por 4 horas) 
Extrato Resíduo 
Re-maceração em 200 mL de água 
(sob agitação por 4 horas) 
Extrato Resíduo 
Análise por EM 
Fluxograma 6 – Maceração em água (processo D). 
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3.2.1.5.1. Extração seletiva para alcaloides (processo E-1) 
 
 A infusão liofilizada, recuperada e acidificada com HCl 2 N foi 
utilizada na extração seletiva para alcaloides, sendo inicialmente 
particionada 3 vezes com diclorometano. Este procedimento resultou em 
(1) fase orgânica, que foi seca em rotaevaporador e analisada por RMN 
de 
1
H, (2) fase aquosa, a qual foi alcalinizada com NH4OH, particionada 
5 vezes com diclorometano e metanol 1:1 v/v, seca em rotaevaporador e 
analisada por RMN de 
1
H (Fluxograma 8). 
 
  
Infusão de 3 g de planta seca e triturada em 150 mL de água quente  
(100 °C) 
(RDC 10/10 da ANVISA) 
Liofilização 
Análise 
por RMN 
de 
1
H 
Coluna 
cromatográfica com 
fase estacionária de 
celulose e fase móvel 
de etanol 96 °GL 
Fluxograma 7 – Análise da infusão com as partes aéreas de A. conyzoides 
preparada de acordo com a RDC 10/10 da ANVISA (processo E). 
Extração 
seletiva para 
alcaloides 
(Processo E-1, 
Fluxograma 8) 
Análise 
por EM 
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3.2.2. Pesquisa fitoquímica de outros metabólitos secundários  
 
3.2.2.1. Infusão 
 
Três litros de infusão das partes aéreas de A. conyzoides foram 
liofilizados e cromatografados em uma coluna com fase estacionária de 
celulose e eluente etanol 96 °GL, porém, não ocorreu separação 
cromatográfica eficiente. 
Dez litros de infusão das partes aéreas de A. conyzoides foram 
cromatografados em colunas cromatográficas com resinas de Amberlite, 
do tipo XAD-4 e XAD-7, seguidas por cromatografia em coluna com 
fase estacionária sílica gel. A infusão foi eluída gota a gota em uma 
coluna com Amberlite XAD-4 como fase estacionária e, após, em outra 
coluna com XAD-7 como fase estacionária. Metanol foi utilizado após a 
infusão para eluir as frações da infusão que foram retidas pelas resinas 
XAD-4 e XAD-7, isoladamente.  
A fração metanólica eluída da coluna com XAD-4 foi seca 
resultando em 3,6 g. Esta fração foi solubilizada em água e particionada 
com diclorometano (7 vezes). A fração diclorometano foi seca 
Infusão liofilizada, recuperada e acidificada com HCl 
Particionada com CH2Cl2 
Fluxograma 8 – Extração seletiva para alcaloides com a infusão das partes 
aéreas de A. conyzoides (processo E-1). 
Fase aquosa Fase orgânica 
Seca em rotaevaporador  
e analisada por RMN de 
1
H 
Alcalinizada com NH4OH 
Particionada com CH2Cl2 
Seca em rotaevaporador  
e analisada por RMN de 
1
H 
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resultando em 68,8 mg. Esta fração foi cromatografada em coluna com 
fase estacionária de sílica gel e eluente em gradiente linear de hexano – 
acetato de etila – metanol, resultando na mistura de 5,3 mg da substância 
(1) e da substância (2) e no isolamento de 8,5 mg da substância (3).  
A fração metanólica eluída da coluna com XAD-7 foi seca 
resultando em 21,2 g. Após, foi solubilizada em água e particionada com 
200 mL de butanol (7 vezes) resultando em uma fração de 1,7 g, onde 
foram identificadas a substância (1) e a substância (2) na fração 
butanólica. A fração aquosa resultante da partição com butanol foi 
particionada com acetato de etila, porém a fração acetato de etila 
resultante desta partição apresentou apenas 3 g e após análise por CCD 
foi observada a presença de diversas substâncias. A fração acetato de 
etila não foi cromatografada em coluna devido a pequena quantidade 
obtida (Fluxograma 9).  
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Fluxograma 9 – Fracionamento cromatográfico da infusão com as partes aéreas 
de A. conyzoides. 
 
3.2.2.2. Extratos orgânicos 
 
Os extratos orgânicos visando o isolamento fitoquímico 
(Fluxograma 10) das substâncias presentes nas partes aéreas da planta A. 
 
 
75 
 
conyzoides foram preparados por maceração seletiva de 1 kg de planta 
seca e moída com 4,5 L de hexano por 27 dias. Re-maceração com o 
solvente recuperado do rotaevaporador por 6 dias. Re-maceração com o 
solvente recuperado do rotaevaporador por 4 dias. Após, o extrato foi 
filtrado e concentrado em rotaevaporador, totalizando 28 g de extrato 
em n-hexano seco. 
O resíduo de planta da extração com n-hexano foi utilizado em 
maceração seletiva com 3,25 L de diclorometano por 3 dias. Re-
maceração com solvente recuperado do rotaevaporador por 5 dias. Re-
maceração com solvente recuperado do rotaevaporador por 6 dias. Após, 
o extrato foi filtrado e concentrado em rotaevaporador, totalizando 34 g 
de extrato em diclorometano seco. 
O resíduo de planta da extração com diclorometano foi utilizado 
em maceração seletiva com 3 L de acetato de etila por 41 dias e re-
maceração com solvente recuperado do rotaevaporador por 17 dias. 
Após, o extrato foi filtrado e concentrado em rotaevaporador, 
totalizando 3 g de extrato em acetato de etila seco. 
O resíduo de planta da extração com acetato de etila foi utilizado 
em maceração com 2,5 L de etanol 96 °GL por 54 dias. Após, o extrato 
foi filtrado e concentrado em rotaevaporador, totalizando 11 g de extrato 
em etanol seco.  
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3.2.2.2.1. Fracionamento cromatográfico dos extratos orgânicos 
 
O fracionamento cromatográfico foi feito em colunas 
cromatográficas utilizando como eluentes os solventes n-hexano, 
diclorometano, acetona, acetato de etila, etanol e metanol. 
Nas separações cromatográficas em coluna foi utilizada sílica gel 
60 como fase estacionária. A coluna Lobar utilizada foi do tipo 310-25 
Lichroprep Si 60 (40-63 μm) – Merck. Nas análises cromatográficas em 
camada delgada (CCD), utilizadas para acompanhar a separação das 
substâncias nas frações obtidas, foram utilizadas placas preparadas com 
sílica gel 60 com indicador de fluorescência (F254).  
 Para cada separação cromatográfica foi feita a seleção prévia do 
solvente ou da mistura de solventes, em CCD, que proporcionasse a 
melhor separação dos constituintes. As frações foram agrupadas por 
comparação das manchas em placas de CCD. Os reveladores utilizados 
foram solução de anisaldeído sulfúrico, reagente natural, ácido 
fosfomolíbdico, iodo, dragendorff, KOH e observação sob luz 
ultravioleta a 254 e 360 nm. 
As frações das quais não foi isolado nenhum composto ou não 
sofreram fracionamentos posteriores foram agrupadas em intervalos. 
 
3.2.2.2.1.1. Extrato com n-hexano 
 
Vinte gramas do extrato das partes aéreas de A. conyzoides com 
n-hexano foram cromatografados em uma coluna clássica do tipo flash 
(6 cm de diâmetro e 25 cm de altura), com fase estacionária sílica-gel e 
fase móvel de hexano (300 mL), hexano-diclorometano 2:1 v/v (600 
mL), diclorometano (375 mL) e acetato de etila (100 mL). Foram 
coletadas frações de 50 mL. Estas frações foram analisadas por CCD e 
as frações que apresentavam perfil cromatográfico semelhante foram 
reunidas em 15 frações denominadas A1 (1,596 g), B1 (122 mg), C1 (65 
mg), D1 (19 mg), E1 (560 mg), F1 (20 mg), G1 (2,334 g), H1 (957 mg), 
I1 (369 mg), J1 (4,134 g), K1 (4,02 g), L1 (6,7 mg), M1 (233 mg), N1 
(7,057 g) e O1 (1,18 g).  
As frações D1 e F1 foram escolhidas para serem analisadas por 
RMN de 
1
H. A fração L1 foi escolhida para ser analisada por RMN de 
13
C e a fração M1 foi escolhida para ser analisada por RMN de 
1
H e de 
13
C. 
As frações G1, H1, I1, J1, K1 e N1 foram re-cromatografadas em 
coluna clássica com 3 cm de diâmetro e 30 cm de altura. 
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A fração G1 foi re-cromatografada em coluna com sílica gel 60 e 
fase móvel de hexano (100 mL), hexano-acetona 8:2 v/v (100 mL), 
hexano-acetona 6:4 v/v (100 mL) acetona (100 mL) e etanol (50 mL). 
Foram coletadas frações de 40 mL. Estas frações foram analisadas por 
CCD e as frações que apresentavam perfil cromatográfico semelhante 
foram reunidas em 6 frações denominadas A2 (8 mg), B2 (1,664 g), C2 
(17 mg), D2 (3 mg), E2 (48 mg) e F2 (36 mg). 
A fração B2 foi re-cromatografada. Porém, não ocorreu separação 
cromatográfica eficiente das substâncias presentes na fração. 
A fração J1 foi re-cromatografada com sílica gel 60 e fase móvel 
de hexano (100 mL), hexano-diclorometano 9:1 v/v (100 mL), hexano-
acetona 9:1 v/v (150 mL), hexano-acetona 1:1 v/v (150 mL), acetona 
(100 mL) e etanol (100 mL). Foram coletadas frações de 40 mL. Estas 
frações foram analisadas por CCD e as frações que apresentavam perfil 
cromatográfico semelhante foram reunidas em 10 frações denominadas 
A3 (29 mg), B3 (4 mg), C3 (535 mg), D3 (1,949 g), E3 (793 mg), F3 
(107 mg), G3 (76 mg), H3 (227 mg), I3 (548 mg) e J3 (24 mg). 
A fração D3 foi re-cromatografada com sílica gel 60 e gradiente 
de hexano-acetona até etanol. Foram coletadas frações de 30 mL. Estas 
frações foram analisadas por CCD e as frações que apresentavam perfil 
cromatográfico semelhante foram reunidas em 9 frações denominadas 
A4 (988,6 mg), B4 (19,9 mg), CD4 (12 mg), E4 (1 mg), FG4 (8 mg), H4 
(7 mg), I4 (13 mg), J4 (7 mg), KLM4 (2 mg). As frações CD4, FG4, H4, 
I4 e J4 foram analisadas por RMN de 
1
H. A fração J4 também foi 
analisada por RMN de 
13
C. A fração K4 foi re-cromatografada, porém 
não ocorreu separação cromatográfica eficiente das substâncias 
presentes na fração. 
A fração E3 foi re-cromatografada, porém não ocorreu separação 
cromatográfica eficiente das substâncias presentes na fração. 
A fração K1 foi re-cromatografada em coluna Lobar 310-25 
Lichroprep Si 60 (40-63 μm) - Merck com gradiente de hexano-acetona. 
Foram coletadas frações de 20 mL. Estas frações foram analisadas por 
CCD e as frações que apresentavam perfil cromatográfico semelhante 
foram reunidas em 14 frações denominadas A5 (8 mg), B5 (7 mg), C5 
(25 mg), DE5 (8 mg), FG5 (10 mg), H5 (50,5 mg), I5 (4 mg), J5 (7 mg), 
K5 (7 mg), L5 (4 mg), M5 (9 mg), N5 (33 mg), O5 (27,7 mg) e P5 (11,7 
mg). As frações H5 e P5 foram analisadas por RMN de 
13
C e a fração 
O5 foi analisada por RMN de 
1
H. 
A fração N1 foi re-cromatografada em coluna Lobar 310-25 
Lichroprep Si 60 (40-63 μm) - Merck com gradiente de hexano-acetona. 
Foram coletadas frações de 20 mL. Estas frações foram analisadas por 
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CCD e as frações que apresentavam perfil cromatográfico semelhante 
foram reunidas em 20 frações denominadas A7 (14 mg), B7 (210 mg), 
C7 (80 mg), D7 (107 mg), E7 (32 mg), F7 (26 mg), G7 (86 mg), H7 (40 
mg), I7 (42 mg), J7 (25 mg), K7 (79 mg), L7 (36 mg), M7 (12 mg), N7 
(2 mg), O7 (106 mg), P7 (259 mg), Q7 (43 mg), R7 (72 mg), S7 (116 
mg) e T7 (21 mg). As frações H7, J7, L7, N7, P7e O7 foram analisadas 
por RMN de 
1
H. 
As frações H1 e I1 foram re-cromatografadas, mas não ocorreu 
separação cromatográfica eficiente.  
 
3.2.2.2.1.2. Extrato com diclorometano 
 
Trinta gramas de extrato das partes aéreas de A. conyzoides com 
diclorometano foram cromatografados em coluna de 6 cm de diâmetro e 
25 cm de altura do tipo flash com fase estacionária de sílica gel 60 
recuperada e eluente hexano (100 mL), diclorometano (200 mL), acetato 
de etila (200 mL) e etanol (100 mL) . Foram coletadas frações de 50 
mL. Estas frações foram analisadas por CCD e as frações que 
apresentavam perfil cromatográfico semelhante foram reunidas em 20 
frações denominadas A9 (3,317 g), B9 (62 mg), C9 (1,467 g), D9 (925 
mg), E9 (1,638 g), F9 (512 mg), G9 (1,689 g), H9 (511 mg), I9 (460 
mg), J9 (353 mg), K9 (869 mg), L9 (156 mg), M9 (46 mg), N9 (51 mg), 
O9 (22 mg), P9 (5,319 g), Q9 (8,8 g), R9 (1,055 g), S9 (279 mg) e T9 
(112 mg). A fração Q9 foi re-cromatografada, mas não resultou numa 
separação efetiva das substâncias. 
 
3.2.2.2.1.3. Extrato com acetato de etila 
 
Dois gramas do extrato das partes aéreas de A. conyzoides com 
acetato de etila foram cromatografados em coluna flash com sílica gel 
recuperada e eluente hexano (50 mL), diclorometano (100 mL), acetato 
de etila (300 mL) e etanol (150 mL), resultando em 4 frações de 100 
mL. Porém, após análise das frações por CCD, nenhuma se demonstrou 
potencial para re-cromatografia. 
 
3.2.2.2.1.4. Extrato com etanol 
 
O extrato das partes aéreas de A. conyzoides com etanol foi 
cromatografado em uma coluna do tipo flash com sílica gel recuperada 
com eluente 300 mL de acetona, 1,5 L de etanol e 300 mL de metanol, 
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resultando em 88 frações de 25 mL, as quais foram analisadas por CCD. 
A fração 48 foi analisada por RMN de 
1
H. 
 
3.3. Análise por EM 
 
A infusão foi liofilizada e submetida à análise por EM acoplada a 
cromatógrafo líquido, utilizando equipamento Triplo Quadrupolo API 
3200, AB Sciex Instruments, equipado com bomba de infusão Harvard 
22 Apparatus e fonte de ionização electrospray (ESI). O sistema foi 
acoplado a um cromatógrafo líquido Agilent 1200, bomba binária SL 
G1312B, forno de coluna TCC SL G1316B e injetor automático CTC 
Waters 2777 Sample Manager, pré-coluna e coluna XBridge C18 (5 µm, 
Waters
®
). Os dados obtidos por EM e CLAE-EM/EM foram 
processados através do software Analyst®, versão 1.4.2. A amostra foi 
preparada usando solução diluente MeCN-H2O (50:50) contendo 1% 
HCOOH (c = 100 µg/mL) para as análises de infusão direta no EM. 
 
3.4. Análise por RMN 
 
As substâncias tiveram suas estruturas elucidadas por análise de 
RMN de 
1
H e de 
13
C e os dados espectrais obtidos foram comparados 
com dados disponíveis na literatura. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
4.1. Análise dos extratos utilizados na pesquisa de alcaloides 
pirrolizidínicos 
 
Processo A (Fluxograma 3): após a fase orgânica final, resultante 
da partição com diclorometano, ser concentrada em rotaevaporador e 
armazenada no congelador por 7 dias, não ocorreu formação de cristais 
(como era esperado, de acordo com a metodologia utilizada por 
WIEDENFELD & RÖDER, 1991). RMN de 
1
H foi utilizado para 
investigar esta amostra, porém não foram encontrados sinais que 
caracterizam a presença de alcaloides pirrolizidínicos. 
Processo B (Fluxograma 4): na análise por RMN de 
1
H da fase 
orgânica final, resultante da partição com diclorometano, não foram 
encontrados sinais que caracterizam a presença de alcaloides 
pirrolizidínicos. 
Processo C (Fluxograma 5): na análise por RMN de 
1
H da fase 
orgânica final, resultante da partição com acetato de etila, não foram 
encontrados sinais que caracterizam a presença de alcaloides 
pirrolizidínicos. 
Processo D (Fluxograma 6): o extrato resultante da maceração da 
planta seca com água fria, sob agitação foi analisado por EM, sendo 
encontrados alcaloides pirrolizidínicos. 
Processo E (Fluxograma 7): o extrato aquoso (infusão) preparado 
conforme as especificações da RDC 10/10 da ANVISA foi liofilizado e 
analisado por EM, sendo encontrados alcaloides pirrolizidínicos e por 
RMN de 
1
H, sendo encontrados indícios da presença de alcaloides 
pirrolizidínicos. 
Processo E-1 (Fluxograma 8): A fase orgânica (1) e a fase aquosa 
(2) foram analisadas por RMN de 
1
H. Não foram encontrados alcaloides 
pirrolizidínicos na fase orgânica. Foram encontrados flavonoides 
polimetoxilados e não foram encontrados alcaloides livres na fase 
aquosa. 
 
4.1.1. Relação entre os diferentes métodos extrativos utilizados na 
pesquisa de alcaloides pirrolizidínicos 
 
A Tabela 3 relaciona as diferentes extrações utilizadas na 
pesquisa de AP e os resultados encontrados através de análises por EM e 
RMN de 
1
H, sendo observado: 
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- Relação entre os processos A e B: independente da extração ser 
a quente (em aparelho de Soxhlet) ou a frio (maceração), a fase orgânica 
ácida, resultante da extração com metanol e partição com 
diclorometano, não apresentou sinais diagnósticos para alcaloides 
pirrolizidínicos na análise por RMN de 
1
H. 
- Relação entre os processos A e C: independente do solvente 
quente utilizado (metanol ou água), a fase orgânica ácida não apresentou 
claros sinais diagnósticos para alcaloides pirrolizidínicos na análise por 
RMN de 
1
H. 
- Relação entre os processos B e D: maceração foi utilizada nos 2 
processos. Porém, no processo B o solvente utilizado foi metanol e a 
fase orgânica ácida resultante da partição com diclorometano foi 
analisada por RMN de 
1
H, enquanto que no processo D o solvente 
utilizado foi água e o extrato bruto foi analisado por EM. Possivelmente, 
água seja o melhor solvente extrator para os alcaloides pesquisados. 
Além disso, a técnica de EM é bem mais sensível que a de RMN de 
1
H. 
- Relação entre os processos C e D: apesar da água ter sido 
utilizada como líquido extrator nos 2 processos, no processo C foi 
utilizado calor e meio ácido, o qual foi basificado logo após a extração e 
a fase orgânica ácida resultante da partição com acetato de etila foi 
analisada por RMN de 
1
H. Por outro lado, no processo D, não foi 
utilizado nem calor, nem meio básico e o extrato bruto aquoso foi 
analisado por EM.  
Provavelmente, não foram encontrados sinais diagnósticos para 
AP nos processos A, B e C porque estes alcaloides podem estar em uma 
concentração muito pequena para serem detectadas por RMN de 
1
H.  
- Relação entre os processos D e E: independente da metodologia 
utilizada na extração, tanto na maceração com água fria, quanto na 
infusão com água quente, após análise por EM (e por RMN de 
1
H, no 
processo E), foram encontrados sinais que caracterizam a presença de 
alcaloides pirrolizidínicos. Notável, que esses foram os únicos processos 
que a análise foi feita diretamente com o extrato e como não foram 
feitas análises por EM das fases orgânicas ácidas obtidas nos processos 
anteriores, fica difícil afirmar que não foram extraídos alcaloides 
pirrolizidínicos nos processos A, B e C. Mas, sim apenas que não foram 
observados sinais diagnósticos para tais metabólitos nos espectros 
obtidos. 
Diante desses resultados, foi realizado o processo E-1, onde o 
extrato aquoso resultante da infusão com água foi acidificado e 
particionado com diclorometano. Dessa partição, resultou uma fase 
aquosa e uma fase orgânica, as quais foram analisadas por RMN de 
1
H, 
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não sendo encontrados sinais que caracterizam a presença de alcaloides 
pirrolizidínicos. 
Comparando a metodologia utilizada e os resultados encontrados 
no processo A com aqueles obtidos por WIEDENFELD & RÖDER 
(1991), que utilizaram a metodologia descrita em detalhes em RÖDER 
& WIEDENFELD (1977), é perceptível que neste trabalho foram 
utilizados apenas 12 g de A. conyzoides, enquanto naquele foram 
utilizados 300 g de planta. Outro parâmetro observado foi que o tempo 
de extração em Soxhlet foi bem inferior aos 7 dias utilizados por 
WIEDENFELD & RÖDER (1991). Através dessa mesma metodologia, 
licopsamina foi isolada de Ageratum houstonianum por WIEDENFELD 
& ANDRADA-CETTO (2001) e de Eupatorium maculatum 
(Eupatorieae - Asteraceae) por WIEDENFELD et al. (2009).  
De acordo com a relação estrutura-toxicidade dos AP descrita por 
WIEDENFELD & RÖDER (1984), a ligação dupla na posição 1-2 do 
anel de 5 membros (necina) na estrutura da licopsamina  lhe confere 
uma certa toxicidade. Sendo assim, a infusão utilizada pela população 
como tratamento alternativo de dores, principalmente articulares e a 
inclusão desta espécie vegetal na lista de drogas vegetais recomendadas 
pela RDC 10/10 da ANVISA precisa ser analisada com cautela, devido à 
presença desta substância que pode oferecer risco à saúde. Ainda, 
merece atenção especial testes de toxicidade com a infusão preparada 
desta maneira.  
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4.1.2. Análise da infusão das partes aéreas de A. conyzoides por RMN de 
1
H 
 
Os dados espectrais de RMN de 
1
H obtidos da infusão com as 
partes aéreas de A. conyzoides (Figura 19) foram comparados com dados 
disponíveis na literatura para o AP licopsamina e estão apresentados na 
Tabela 4.  
Analisando o espectro de RMN de 
1
H da infusão das partes aéreas 
de A. conyzoides, é possível observar que o multipleto em δ 1,96 
corresponde aos dois hidrogênios ligados ao carbono C-6. O multipleto 
em δ 4,15 corresponde ao hidrogênio ligado ao carbono C-8. Como o 
melhor solvente para a infusão foi água deuterada, o singleto resultante 
em δ 4,75, correspondente ao sinal do solvente, impossibilitou a 
visualização dos sinais em δ 4,74 e em δ 4,85 correspondentes aos 
hidrogênios ligados ao carbono C-9 de acordo com WIEDENFELD & 
RÖDER (1991). O dubleto em δ 1,35 (J=7 Hz) corresponde aos três 
hidrogênios ligados ao carbono C-13. O dubleto em δ 1,07 (J=6,5 Hz) 
corresponde aos dois hidrogênios ligados ao carbono C-15. O dubleto 
em δ 1,02 (J=6,5 Hz) corresponde aos dois hidrogênios ligados ao 
carbono C-16. O singleto em δ 3,30 corresponde às três hidroxilas da 
estrutura, ligadas aos carbonos C-7, C-11 e C-12. 
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Tabela 4 - Deslocamentos químicos de RMN de 
1
H da licopsamina (14) 
comparados com a literatura. 
Posição Infusão de A. conyzoides, 
D2O, 400 MHz 
Licopsamina, 
WIEDENFELD & RÖDER, 1991, 
CDCl3, 400 MHz 
2 5,44 5,86 
3 3,89 
3,38 
3,89 
3,38 
5 3,24 
2,97 
3,24 
2,72 
6 (H2) 1,96 1,93 
7 4,26 4,26 
8 4,15 4,15 
9 (H2) - 4,85 e 4,74 
12 3,98 3,98 
13 - 1,25 
14 2,91 2,13 
15 (H3) - 0,90 
16 (H3) - 0,85 
OH (7, 11 e 12) 3,30 3,35 
 
Como os dados espectrais de RMN de 
1
H da infusão com as 
partes aéreas de A. conyzoides sugeriam a presença de licopsamina, foi 
realizada análise por EM, onde foi possível confirmar a presença deste 
AP. 
 
4.1.3. Análise da infusão das partes aéreas de A. conyzoides por EM 
 
As análises por EM (infusão direta) e CLAE-EM/EM do chá de 
A. conyzoides evidenciaram a presença dos APs licopsamina (14, Figura 
25) e seu N-óxido (15, Figura 26), através das moléculas protonadas de 
m/z 300 e 316 [M+H]
+
, respectivamente (Figuras 20, 23 e 24). 
O experimento de íons produtos para o íon de m/z 300 reforça 
esta evidência através do perfil de fragmentação característico 
observado, íons de m/z 94, 120, 138, 156 (Figuras 21 e 27) (LIU et al., 
2009) (RUAN et al., 2012) e para o íon de m/z 316, através do perfil de 
fragmentação característico observado, íons m/z 94, 111, 138, 172 
(Figura 22) (RUAN et al., 2012). 
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Na análise por CLAE-EM (Figura 23), existe um pico com tempo 
de retenção 18,42 minutos. O espectro de massas obtido deste 
cromatograma (Figura 24) apresenta os picos moleculares 300,9 [M]
+
 e 
316,9 [M]
+
, correspondentes a licopsamina e a sua forma N-óxido. 
Estes estudos foram confirmados posteriormente, através de 
UHPLC(+)ESI-HR/MS na Universidade de Atenas (manuscrito 
submetido para Food Chemistry, em anexo). 
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Figura 25 – Estrutura molecular 
da licopsamina (14). 
Figura 26 – Estrutura molecular 
da licopsamina N-óxido (15). 
Figura 27 – Fragmentos 
importantes observados no (-)ESI-
EM/EM da licopsamina. 
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Foram identificados AP na infusão das partes aéreas de A. 
conyzoides, preparado de acordo com as recomendações da RDC 10, de 
9 de março de 2010 (ANVISA). Sendo assim, a infusão utilizada pela 
população como tratamento alternativo de dores, principalmente 
articulares e a inclusão desta espécie vegetal na lista de drogas vegetais 
recomendadas pela RDC 10/10 da ANVISA precisa ser analisada com 
cautela, devido à presença destas substâncias que podem oferecer risco à 
saúde. 
 
4.2. Análise fitoquímica e identificação das substâncias presentes na 
infusão das partes aéreas de A. conyzoides 
 
Sabendo da existência dos alcaloides pirrolizidínicos após análise 
da infusão das partes aéreas de A. conyzoides por RMN de 
1
H e EM, 
cromatografia com resina Amberlite foi utilizada para tentar isolar os 
alcaloides pirrolizidínicos da infusão. Porém, nem na cromatografia com 
resina Amberlite XAD-4, nem com a resina Amberlite XAD-7 os 
alcaloides pirrolizidínicos foram isolados. Mas, as substâncias (1) e (2) 
foram identificadas em mistura e a substância (3) foi isolada da infusão 
das partes aéreas de A. conyzoides (Fluxograma 11).  
As substâncias (1) e (2) foram identificadas em mistura na fração 
butanólica após partição da fração metanólica eluída da coluna com 
resina XAD-7 com butanol. E também na fração 34 da coluna 
cromatográfica com sílica-gel da fração diclorometano resultante da 
partição da fração metanólica da coluna com resina XAD-4 com 
diclorometano. Estas frações foram analisadas por RMN de 
1
H, sendo 
identificadas como ácido o-hidróxi-cinâmico (1) e ácido 3-(2-
hidroxifenil) propanoico (2). 
A substância (3), que foi isolada na coluna cromatográfica com 
sílica-gel com a fração diclorometano resultante da partição da fração 
metanólica da coluna com resina XAD-4 com diclorometano, foi 
analisada por RMN de 
1
H, sendo identificada como precoceno II (3). 
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4.3. Análise fitoquímica e identificação das substâncias presentes nos 
extratos orgânicos das partes aéreas de A. conyzoides 
 
4.3.1. Extrato com n-hexano 
 
Após análise por CCD, as frações D1, F1, L1, M1, CD4, FG4, 
H4, I4, J4, H5, P5, O5, H7, J7, L7, N7, P7 e O7 foram escolhidas para 
serem analisadas por RMN de 
1
H e/ou de 
13
C. As frações D1 e F1 não 
mostraram sinais de interesse nem no RMN de 
1
H nem no de 
13
C, por 
serem caracterizadas como ácidos graxos esterificados por glicerol. Na 
fração L1 foram identificadas as substâncias estigmasterol (4) e β-
sitosterol (5) em mistura. Na fração M1 foi identificada a cumarina (6).  
A fração CD4 não demonstrou sinais de interesse no RMN de 
1
H. 
As frações FG4, H4, I4 e N7 foram analisadas por RMN de 
1
H e a 
fração J4 foi analisada por RMN de 
1
H e de 
13
C. Assim, o precoceno II 
(3) foi identificado nestas frações. A fração H5 foi analisada por RMN 
de 
1
H, sendo identificado o estigmasterol (4).  
A fração P5 foi analisada por RMN de 
13
C, sendo identificado o 
cromeno 6-(1’-hidroxietil)-7-metoxi-2,2-dimetilcromeno (7). A fração 
O5 não apresentou sinais de interesse no RMN de 
1
H. A fração H7 foi 
analisada por RMN de 
1
H, sendo identificadas as substâncias 6-(1’-
hidroxietil)-7-metoxi-2,2-dimetilcromeno (7), 6-(1’-hidroxietil)-2,2-
dimetilcromeno (8) e sesamina (9) em mistura.  
As frações J7 e L7 foram analisadas por RMN de 
1
H, sendo 
identificada a linderoflavona B (10). A fração P7 foi analisada por RMN 
de 
1
H, sendo identificadas as substâncias 3’-hidroxi-4’,5,5’,6,7,8-
hexametoxiflavona (11), 5’-metoxinobiletina (12) e linderoflavona B 
(10) em mistura. A fração O7 foi analisada por RMN de 
1
H, sendo 
identificadas as substâncias 5’-metoxinobiletina (12) e eupalestina (13) 
em mistura. 
 
4.3.2. Extrato com diclorometano  
 
As frações F9 e G9 foram analisadas através de CCD 
comparativa coma fração M1, sendo observado a presença da cumarina 
(6) nestas frações. 
 
4.3.3. Extrato com etanol  
 
Das 88 frações resultantes da coluna cromatográfica com o 
extrato com etanol, apenas a fração 48 foi analisada por RMN de 
1
H, 
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sendo identificada a presença de ácido o-hidróxi-cinâmico (1) e ácido 3-
(2-hidroxifenil) propanoico (2) em mistura. 
 
4.3.4. Análise dos espectros de RMN de 
1
H e de 
13
C 
 
Os dados espectrais do espectro de RMN de 
1
H da fração 48 
resultante da cromatografia em coluna com o extrato com etanol (Figura 
28) estão apresentados na Tabela 5. O espectro de RMN de 
1
H da fração 
48 revelou sinais em δ 6,75; 6,84; 6,89; 6,98; 7,03; 7,13; 7,24 e 7,59. 
Estes sinais correspondem aos hidrogênios ligados aos carbonos C-3, C-
4, C-5 e C-6 do anel aromático dos ácidos o-hidróxi-cinâmico (1, Figura 
29) e 3-(2-hidroxifenil) propanoico (2, Figura 30).  
A presença de dois dubletos em δ 6,60 e em δ 8,01 (J=16,1 Hz) 
indica uma ligação dupla entre os carbonos C-8 e C-7, respectivamente 
no ácido o-hidróxi-cinâmico. Enquanto isso, a presença de dois tripletos 
em δ 2,61 (J=7,9 Hz) e em δ 2,89 (J=7,8 Hz) indica a presença de uma 
ligação simples entre os carbonos C-8 e C-7, respectivamente do ácido 
3-(2-hidroxifenil) propanoico.  
O ácido o-hidróxi-cinâmico, sob condições adequadas, se 
transforma em cumarina (ROCHA et al., 2008). 
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Tabela 5 - Deslocamentos químicos de RMN de 
1
H do ácido o-hidróxi-cinâmico 
(1) e do ácido 3-(2-hidroxifenil) propanoico (2). 
Posição Ácido o-hidróxi-cinâmico (1), 
acetona, 400 MHz
 
Ácido 3-(2-hidroxifenil) 
propanoico (2),  
acetona, 400 MHz 
3 6,98 (dd, J=8,2 Hz; 1,0 Hz) 6,84 (dd) 
4 7,24 (ddd, J=8,2 Hz; 7,3 Hz; 1,3 Hz) 7,03 (ddd) 
5 6,89 (ddd, J=7,8 Hz; 7,3 Hz; 1,0 Hz) 6,75 (ddd) 
6 7,59 (dd, J=7,8 Hz; 1,3 Hz) 7,13 (dd) 
7 8,01 (d, J=16,1 Hz) 2,89 (t, J=7,8 Hz) 
8 6,60 (d, J=16,1 Hz) 2,61 (t, J=7,9 Hz) 
9 9,55 (s) - 
 
  OH
OH
O
1
2
3
4
5
6 7
8
9
               
 
 
 
 
 
Os dados espectrais de RMN de 
13
C (Figura 31) e de 
1
H (Figura 
32) da fração J4 estão apresentados nas Tabelas 6 e 7, respectivamente. 
Onde estão comparados com os dados espectrais encontrados por 
ADEBAYO et al. (2010b) e assim, a substância presente na fração J4 foi 
identificada como precoceno II (3, Figura 33).  
O sinal em δ 1,41 no espectro de RMN de 
1
H da fração J4 
corresponde aos hidrogênios ligados aos carbonos das metilas ligadas ao 
carbono C-2. O sinal em δ 75,9 no espectro de RMN de 
13
C da fração J4 
corresponde ao carbono C-2 da estrutura do precoceno II e o sinal em δ 
27,6 corresponde ao carbono das metilas que estão ligadas ao carbono 
C-2 da estrutura do precoceno II.  
Os singletos em δ 3,84 e 3,82 no espectro de RMN de 
1
H da 
fração J4 correspondem as metoxilas ligadas aos carbonos C-6 e C-7. Os 
sinais em δ 143,0 e em δ 147,1 no espectro de RMN de 
13
C da fração J4 
Figura 29 – Estrutura molecular do 
ácido o-hidróxi-cinâmico  (1). 
Figura 30 – Estrutura molecular do 
ácido 3-(2-hidroxifenil) propanoico  (2). 
OH
OH
O
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correspondem aos carbonos C-6 e C-7 da estrutura do precoceno II, 
respectivamente e os sinais em δ 55,8 e δ 56,5 correspondem aos 
carbonos das metoxilas que estão ligadas aos carbonos C-6 e C-7 da 
estrutura do precoceno II. 
No espectro de RMN de 
1
H da fração J4, a presença de dois 
dubletos em δ 5,48 e em δ 6,24 (J=9,8 Hz) indica uma ligação dupla 
entre os carbonos C-3 e C-4, respectivamente. Os dois singletos em δ 
6,53 e em δ 6,42 correspondem aos hidrogênios ligados aos carbonos C-
5 e C-8, respectivamente. 
Analisando o espectro de RMN de 
13
C da fração J4, é possível 
observar que os sinais em δ 128, 7 e em δ 121, 9 correspondem aos 
carbonos C-3 e C-4, respectivamente. Os sinais em δ 109,6 e em δ 100,9 
correspondem aos carbonos C-5 e C-8, respectivamente e os sinais em δ 
149,5 e em δ 113,0 correspondem aos carbonos C-4a e C-8a, 
respectivamente. 
Precoceno II foi isolado de A. conyzoides por VYAS & 
MULCHANDANI (1980) e por ADEBAYO et al. (2011) e de Ageratum 
houstonianum por RANDRIAMINAHY et al. (1992).  
2,2-dimetilcromenos são comuns em plantas da família 
Asteraceae, principalmente aquelas pertencentes às tribos Astereae, 
Eupatorieae, Heliantheae, Inuleae e Senecioneae (SIEBERTZ et al., 
1990). 
Precoceno II (principal componente do óleo essencial de A. 
conyzoides) é antifúngico contra P. chrysogenum e P. javanicum (RAO, 
1976). O crescimento dos fungos Rhizoctonia solani e Sclerotium rolfsii 
foi completamente inibido pelo extrato de A. conyzoides em n-hexano e 
por 80-100 ppm de precoceno II. Os dois fungos foram completamente 
suprimidos por 150 ppm de precoceno II (IQBAL et al, 2004). Esta 
substância também apresenta atividade inseticida (PROKSCH & 
RODRIGUEZ, 1983).  
Precoceno II apresentou hepatotoxicidade in vitro e em ratos 
(HAMMOND & FRY, 1997) (HAMMOND et al., 1995) (DUDDY & 
HSIA, 1989) e nefrotoxicidade em ratos (SCHRANKEL et al., 1982). 
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Tabela 6 - Deslocamentos químicos de RMN de 
13
C do precoceno II  (3) 
comparados com a literatura. 
Posição J4, 
CDCl3, 75 MHz 
Precoceno II, 
ADEBAYO et al, 2010b, 
CD3OD, 125 MHz 
2 75,9 75,9 
3 128,7 128,2 
4 121,9 121,9 
4a 149,5 149,6 
5 109,6 109,7 
6 143,0 143,0 
7 147,1 147,2 
8 100,9 101,0 
8a 113,0 113,0 
CH3 27,6 27,6 
OCH3 55,8 e 56,5 55,8 e 56,5 
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Tabela 7 - Deslocamentos químicos de RMN de 
1
H do precoceno II (3) 
comparados com a literatura. 
Posição J4,  
CDCl3, 300 MHz 
Precoceno II,  
ADEBAYO et al, 2010b, 
CD3OD, 500 MHz 
CH3 1,41 (6H, s) 1,41 (6H, s) 
3 5,48 (1H, d, J=9,8 Hz) 5,47 (1H, d, J=9,7 Hz) 
4 6,24 (1H, d, J=9,8 Hz) 6,24 (1H, d, J=9,7 Hz) 
5 6,53 (1H, s) 6,53 (1H, s) 
OCH3  3,84 (3H, s) e 3,82 (3H, s) 3,77 (6H, s) 
8 6,42 (1H, s) 6,41 (1H, s) 
 
OO
O
2
3
4
4a
5
8
8a
6
7
 
Figura 33 - Estrutura molecular do precoceno II (3). 
 
 
Os dados espectrais de RMN de 
13
C extraídos dos espectros das 
frações L1 (Figura 34) e H5 (Figura 35) estão apresentados na Tabela 8, 
onde estão comparados com os dados espectrais encontrados por 
KONGDUANG et al. (2008) e assim, as substâncias presentes nas 
frações L1 foram identificadas como estigmasterol (4, Figura 36) e β-
sitosterol (5, Figura 37) e a substância presente na fração H5 foi 
identificada como estigmasterol. 
Analisando o espectro de RMN de 
13
C da fração L1, pode-se 
observar que os sinais em δ 138,3 e em δ 129,3 correspondem aos 
carbonos C-22 e C-23 do estigmasterol, respectivamente e que os sinais 
em δ 33,9 e em δ 26,0 correspondem aos sinais dos carbonos C-22 e C-
23 do β-sitosterol, respectivamente. Todos os outros deslocamentos 
químicos são idênticos tanto para o estigmasterol quanto para o β-
sitosterol porque a diferença estrutural entre o estigmasterol e o β-
sitosterol consiste em os carbonos C-22 e C-23 serem CH no 
estigmasterol e CH2 no β-sitosterol. 
Estigmasterol e β-sitosterol são fitoesteróis. Essa classe de 
substâncias tem apresentado diversos efeitos fisiológicos e 
farmacológicos em animais. KAUR et al. (2011), em um trabalho de 
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revisão bibliográfica, citou que o estigmasterol apresenta atividade anti-
osteoartrítica, antihipercolesterolêmica semelhante ao β-sitosterol, 
citotóxica, antitumoral, hipoglicêmica, antimutagênica, antioxidante e 
anti-inflamatória.  
Estigmasterol foi isolado pela primeira vez em 1906 por Sdolf 
Wind Form e A. Hauth. (KAUR et al., 2011), e foi isolado de A. 
conyzoides por HORN et al. (1976), DUBEY et al. (1989), HU & 
KONG (1997). Tanto estigmasterol, como β-sitosterol foram 
identificados em tecidos in vivo e in vitro de A. conyzoides por RENU & 
NIDHI (2011) e foram isolados das partes aéreas de A. conyzoides 
extraídas com éter de petróleo por KAMBOJ & SALUJA (2011).   
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Tabela 8 - Deslocamentos químicos de RMN de 
13
C do estigmasterol (4) e do β-
sitosterol (5) comparados com a literatura. 
 
Posição 
L1, 
 CDCl3,  
75 MHz 
Estigmasterol,  
KONGDUANG 
 et al, 2008,CDCl3, 
 125 MHz 
H5,  
CDCl3, 
75 MHz 
β-sitosterol, 
KONGDUANG 
 et al, 2008,CDCl3,  
125 MHz 
1 37,2 37,2 37,2 37,2 
2 31,6 31,6 31,6 31,6 
3 71,8 71,8 71,8 71,8 
4 42,3 42,3 42,2 42,2 
5 140,7 140,7 140,7 140,7 
6 121,7 121,7 121,7 121,7 
7 31,9 31,9 31,9 31,9 
8 31,9 31,9 31,6 31,9 
9 50,1 50,1 50,1 50,1 
10 36,5 36,5 36,5 36,5 
11 21,2 21,1 21,2 21,1 
12 39,7 39,6 39,7 39,7 
13 42,3 42,3 42,3 42,3 
14 56,8 56,8 56,8 56,7 
15 24,3 24,3 24,3 24,3 
16 28,9 28,9 28,9 28,2 
17 55,9 55,9 55,9 56,0 
18 12,0 12,0 11,9 11,8 
19 19,4 19,4 19,4 19,4 
20 40,5 40,5 40,5 36,1 
21 21,1 21,0 21,1 18,7 
22 138,3 e 33,9 138,3 33,9 33,9 
23 129,3 e 26,0 129,2 26,0 26,0 
24 51,2 51,2 51,2 45,8 
25 29,6 31,9 29,7 29,1 
26 19,4 21,2 19,8 19,8 
27 18,9 18,9 18,9 19,0 
28 25,4 25,4 25,4 23,0 
29 12,2 12,2 12,2 12,0 
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Os dados espectrais de RMN de 
13
C (Figura 38) e de 
1
H (Figura 
39) da fração M1 estão apresentados nas Tabelas 9 e 10, 
respectivamente. Onde estão comparados com os dados espectrais 
encontrados por KUPRIYANOVA (1997) e com a base de dados on-
line Spectral Database For Organic Compounds e assim, a substância 
presente na fração M1 foi identificada como cumarina (6, Figura 40). 
A análise do espectro de RMN de 
1
H da fração M1 permitiu 
observar que todos os sinais estão na região de absorção do próton 
aromático (δ 6,42; δ 7,27; δ 7,29; δ 7,33; δ 7,48 e δ 7,54). Os dois 
dubletos em δ 7,71 e em δ 6,42 (J=9,6 Hz) são referentes aos 
hidrogênios da dupla ligação entre os carbonos C-4 e C-3, 
respectivamente. Estas características encontradas são semelhantes as 
características descritas para a cumarina por DA SILVA et al. (2008), 
sendo que estes autores descrevem dois dubletos em δ 7,64 e em δ 6,18 
(J=9,3 Hz) para a ligação dupla entre os carbonos C-4 e C-3, 
respectivamente. 
A cumarina, facilmente encontrada em diversas espécies vegetais, 
foi identificada anteriormente no extrato de A. conyzoides em hexano 
por MOREIRA (2001) e foi isolada das partes aéreas de Eupatorium 
coelestinum por LEVAN & PHAM (1979).  
MOREIRA (2001) observou que a cumarina apresenta alta 
atividade inseticida para T. absoluta, D. hyalinata, S. zeamais, R. 
dominica e M. domestica, sendo a ordem crescente de susceptibilidade: 
R. dominica < S. zeamais < D. hyalinata < M. domestica < T. absoluta.  
WIDODO et al. (2008) observou que a cumarina isolada da 
fração acetona das folhas de A. conyzoides apresenta ação antifúngica 
contra Aspergillus Níger (contaminante de alimentos, como uva, cebola 
e amendoim), através de difusão em disco, encontrando CIM igual a 
62,5 μg/mL.  
Figura 36 – Estrutura molecular do 
estigmasterol (4). 
Figura 37 – Estrutura molecular do 
β-sitosterol (5). 
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MIRUNALINI & KRISHNAVENI (2011), em um trabalho de 
revisão bibliográfica, descrevem as atividades antioxidante, analgésica, 
anti-inflamatória e antimutagênica para a cumarina. 
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Tabela 9 - Deslocamentos químicos de RMN de 
13
C da cumarina (6) 
comparados com a literatura. 
Posição M1, 
CDCl3, 75 MHz 
Cumarina,  
KUPRIYANOVA, 1997, CDCl3, 50 MHz
 
2 154,0 160,4 
3 116,9 116,4 
4 140,7 143,6 
5 127,8 128,1 
6 124,4 124,4 
7 130,2 131,4 
8 116,7 116,4 
9 143,4 153,9 
10 118,8 118,8 
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Tabela 10 - Deslocamentos químicos de RMN de 
1
H da cumarina (6) 
comparados com a literatura. 
Posição M1,  
CDCl3, 300 MHz 
Cumarina,  
SDBS, CDCl3, 400 MHz 
4 7,71 (d, J=9,6 Hz) 7,73 
7 7,54 7,53 
5 7,48 7,50 
8 7,33 7,32 
6 7,29 7,28 
3 6,42 (d, J=9,6 Hz) 6,42 
 
O
O
2
3
4
10
5
6
7
8
9
 
Figura 40 - Estrutura molecular da cumarina (6). 
 
 
Os dados espectrais de RMN de 
13
C da fração P5 (Figura 41) 
estão apresentados na Tabela 11, onde estão comparados com os dados 
espectrais encontrados por GONZALEZ et al. (1991). Assim, a 
substância presente na fração P5 foi identificada como 6-(1’-
hidroxietil)-7-metoxi-2,2-dimetilcromeno (7, Figura 42).  
Observando o espectro de RMN de 
13
C da fração P5, é possível 
observar a seguinte relação entre os sinais encontrados no espectro com 
os carbonos correspondentes a cada um desses sinais: δ 76,4 (carbono 
C-2), δ 123,9 (carbono C-3), δ 121,9 (carbono C-4), δ 127,8 (carbono C-
5), δ 99,6 (carbono C-8), δ 113,8 (carbono C-4’), δ 157,4 (carbono C-
8’), δ 125,7 (carbono C-6), δ 153,3 (carbono C-7), δ 28,0 (carbonos das 
duas metilas ligadas ao carbono C-2), δ 55,4 (carbono da metoxila 
ligada ao carbono C-7), δ 65,8 (carbono do CH ligado ao carbono C-6) e 
δ 22,7 (carbono da metila ligada ao CH que está ligado ao carbono C-6). 
6-(1’-hidroxietil)-7-metoxi-2,2-dimetilcromeno foi isolado 
anteriormente por KASALI et al. (2002). 
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Tabela 11 - Deslocamentos químicos de RMN de 
13
C do 6-(1'-hidroxietil)-7-
metoxi-2,2-dimetilcromeno (7) comparados com a literatura. 
Posição P5,  
CDCl3, 75 MHz 
6-(1’-hidroxietil)-7-metoxi-2,2-
dimetilcromeno,  
GONZÁLEZ et al, 1991, CDCl3 
2 76,4 76,4 
3 123,9 123,9 
4 121,9 121,9 
5 127,8 127,8 
6 125,7 125,9 
7 153,3 153,4 
8 99,6 99,8 
8’ 157,4 157,5 
4’ 113,8 113,9 
6(CH) 65,8 65,7 
6(CH3) 22,7 22,9 
2(CH3) 28,0 28,0 
2(CH3) 28,0 28,0 
7(OMe) 55,4 55,4 
 
OO
OH
2
3
45
8
6
7
 
Figura 42 - Estrutura molecular do 6-(1'-hidroxietil)-7-metoxi-2,2-
dimetilcromeno (7). 
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Os dados espectrais de RMN de 
1
H da fração H7 (Figura 43) 
correspondentes ao 6-(1’-hidroxietil)-2,2-dimetilcromeno estão 
apresentados na Tabela 12. Enquanto que os dados espectrais de RMN 
de 
1
H da fração H7 que correspondem a sesamina estão apresentados na 
Tabela 13 e foram comparados com Weber (2005). As substâncias 
presentes na fração H7 foram identificadas como 6-(1’-hidroxietil)-7-
metoxi-2,2-dimetilcromeno (7), 6-(1’-hidroxietil)-2,2-dimetilcromeno 
(8, Figura 44) e sesamina (9, Figura 45). 
Analisando os sinais do espectro de RMN de 
1
H da fração H7 
correspondentes ao 6-(1’-hidroxietil)-2,2-dimetilcromeno, é possível 
observar que o dubleto em δ 1,31 (J=6,4 Hz) corresponde as duas 
metilas ligadas ao carbono C-2. O singleto em δ 1,29 corresponde a 
metila ligada ao CH que está ligado no carbono C-6. Os dois dubletos 
em δ 6,24 e em δ 5,54 (J=9,7 Hz) indicam uma ligação dupla entre os 
carbonos C-4 e C-3, respectivamente. O dubleto em δ 7,03 (J=2,2 Hz) 
corresponde ao hidrogênio ligado ao carbono C-5. O multipleto em δ 
4,60 corresponde ao CH ligado ao carbono C-6. O duplo dubleto em δ 
7,04 (J=2,2 Hz) corresponde ao hidrogênio ligado ao carbono C-7. O 
dubleto em δ 6,67 (J=8,4 Hz) corresponde ao hidrogênio ligado ao 
carbono C-8. 
Analisando os sinais do espectro de RMN de 
1
H da fração H7 que 
correspondem a sesamina, é possível observar que o multipleto em δ 
3,24 corresponde ao hidrogênio ligado ao carbono C-1. O multipleto em 
δ 4,68 corresponde ao hidrogênio ligado ao carbono C-2. Os multipletos 
em δ 4,21 e em δ 3,85 corresponde aos dois hidrogênios ligados ao 
carbono C-4. O singleto em δ 6,90 corresponde ao hidrogênio ligado ao 
carbono C-2’. O dubleto em δ 6,80 (J=7,7 Hz) corresponde ao 
hidrogênio ligado ao carbono C-5’. O dubleto em δ 6,88 (J=7,6 Hz) 
corresponde ao hidrogênio ligado ao carbono C-6’. O singleto em δ 5,97 
corresponde aos dois hidrogênios ligados ao carbono C-7’. 
6-(1’-hidroxietil)-2,2-dimetil cromeno foi identificado pela 
primeira vez no óleo essencial das folhas de  A. conyzoides por KASALI 
et al. (2002). 
O tratamento crônico de ratos diabéticos com sesamina melhora a 
permeabilidade aórtica de forma dose-dependente, devido a atenuação 
do estresse oxidativo em tecido aórtico (ROGHANI et al., 2011).  
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Tabela 12 - Deslocamentos químicos de RMN de 
1
H do 6-(1'-hidroxietil)-2,2-
dimetilcromeno (8). 
Posição H7,  
acetona, 400 MHz 
7 7,04 (dd, J=2,2 Hz) 
8 6,67 (d, J=8,4 Hz) 
2(CH3) 1,31 (d, J=6,4 Hz) 
6(CH3) 1,29 (s) 
6(CH) 4,60 (m) 
5 7,03 (d, J=2,2 Hz) 
4 6,24 (d, J=9,7 Hz) 
3 5,54 (d, J=9,7 Hz) 
 
 
Tabela 13 - Deslocamentos químicos de RMN de 
1
H da sesamina (9) 
comparados com a literatura. 
Posição H7,  
acetona, 400 MHz 
Sesamina,  
Weber, 2005,  
CDCl3, 400 MHz 
7’ 5,97 (s)  5,98 (s) 
5’ 6,80 (d, J=7,7 Hz)  6,81 (d, J=8,0 Hz) 
2’ 6,90 (s)  6,88 (s) 
6’ 6,88 (d, J=7,6 Hz) 6,84 (d, J=8,0 Hz) 
2 4,68 (m) 4,75 (d) 
4 4,21 (m) e 3,85 (m) 4,27 (dd) e 3,90 (dd) 
1 3,24 (m)  3,08 (dd) 
 -  
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Os dados espectrais de RMN de 
1
H da fração P7 (Figura 46) estão 
apresentados na Tabela 14, onde estão comparados com os dados 
espectrais encontrados por HERZ & KULANTHAIVEL (1982) e 
SAXENA & SHRIVASTAVA (1994) e assim, as substâncias presentes 
na fração P7 foram  identificadas como linderoflavona B (10, Figura 47) 
e 3’-hidroxi-4’,5,5’,6,7,8-hexametoxiflavona (11, Figura 48). 
Analisando os dados do espectro de RMN de 
1
H da fração P7 
correspondentes à substância linderoflavona B, é possível observar que 
o singleto em δ 6,65 corresponde ao hidrogênio ligado ao carbono C-3. 
O dubleto em δ 7,49 (J=1,6 Hz) corresponde ao hidrogênio ligado ao 
carbono C-2’. O duplo dubleto em δ 7,61 (J=8,5 Hz, 1,5 Hz) 
corresponde ao hidrogênio ligado ao carbono C-6’. Os singletos em δ 
3,95, δ 4,03 e δ 4,07 correspondem as metoxilas. O sinal em δ 6,13 
corresponde ao metilenodióxi. 
Analisando os dados do espectro de RMN de 
1
H da fração P7 
correspondentes a substância 3’-hidroxi-4’,5,5’,6,7,8-
hexametoxiflavona, é possível observar que o dubleto em δ 7,13 (J=1,2 
Hz) corresponde aos hidrogênios ligados aos carbonos C-2’ e C-6’.O 
sinal em δ 6,70 corresponde ao hidrogênio ligado ao carbono C-3. 
Linderoflavona B foi isolada do extrato etéreo das raízes de 
Lindera lúcida por LEE & TAN (1965), do extrato metanólico das 
frutas de Citrus reticulata por SAXENA & SHRIVASTAVA (1994), 
das partes aéreas de Ageratum tomentosum por VAZQUEZ et al. (1988), 
Figura 44 – Estrutura molecular do 
6-(1’-hidroxietil)-2,2-
dimetilcromeno (8). 
Figura 45 – Estrutura molecular da 
sesamina (9). 
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das partes aéreas de Ageratum houstonianum por QUIJANO et al. 
(1982) e das partes aéreas de Eupatorium coelestinum por LE-VAN & 
PHAM (1979). 
3’-hidroxi-4’,5,5’,6,7,8-hexametoxiflavona é uma 
monohidroxihexametoxiflavona que foi isolada anteriormente por 
HERZ & KULANTHAIVEL (1982) da espécie Eupatorium leucolepis 
extraída com clorofórmio. 
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Os dados espectrais de RMN de 
1
H da fração O7 (Figura 49) 
estão apresentados na Tabela 15, onde estão comparados com os dados 
espectrais encontrados por KONG et al. (2004) e HERZ et al. (1980) e 
assim, as substâncias presentes na fração O7 foram identificadas como 
5’-metoxinobiletina (12, Figura 50) e eupalestina (13, Figura 51). 
Analisando os dados do espectro de RMN de 
1
H da fração O7 
correspondentes a estrutura da eupalestina, é possível observar que o 
sinal em δ 6,09 corresponde ao metilenodióxi ligado ao anel aromático. 
Os sinais em δ 4,12, δ 4,02, δ 3,96 e δ 3,95 correspondem as metoxilas. 
Os dupletos em δ 7,11 e em δ 7,16 (J=1,5 Hz) correspondem aos 
hidrogênios ligados aos carbono C-3 e C-2’. 
Analisando os dados do espectro de RMN de 
1
H da fração O7 
correspondentes a estrutura da 5’-metoxinobiletina, é possível observar 
que o singleto em δ 7,17 corresponde ao hidrogênio ligado aos carbonos 
C-2’ e C-6’. O singleto em δ 6,16 corresponde ao hidrogênio ligado ao 
carbono C-3. O singleto em δ 3,96 corresponde as três metoxilas ligadas 
ao anel aromático. Os singletos em δ 3,93 e em δ 3,96 correspondem as 
quatro metoxilas ligadas ao anel aromático. 
5’-metoxinobiletina foi isolada das partes aéreas de Eupatorium 
coelestinum por LE-VAN & PHAM (1979), do caule e folhas de A. 
conyzoides por ADESOGAN & OKUNADE (1979), das partes aéreas 
de Ageratum tomentosum por VAZQUEZ et al. (1988), das partes aéreas 
de A. conyzoides por GONZALES et al. (1991) e do extrato hexânico de 
A. conyzoides por MOREIRA (2001). Apresentou fraco potencial 
citotóxico (BEUTLER et al., 1998). Afetou fracamente a fosforilação da 
quinase regulada por sinal extracelular “ERK1/2” em células T47D 
(câncer mamário humano) (SLAMBROUCK et al., 2005). Na 
Figura 48 – Estrutura molecular da 
3’-hidroxi-4’,5,5’,6,7,8-
hexametoxiflavona (11). 
Figura 47 – Estrutura molecular da 
linderoflavona B (10). 
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concentração de 10 mg/g, é eficiente contra D. hyalinata, R. dominica e 
M. domestica e ineficiente contra P. americana (MOREIRA et al., 
2007). 
Eupalestina foi isolada das partes aéreas de Eupatorium 
coelestinum por LE-VAN & PHAM, 1979, das partes aéreas de 
Conoclinium coelestinum (Eupatorieae) (HERZ et al., 1980), das partes 
aéreas de Ageratum houstonianum por QUIJANO et al. (1982), das 
partes aéreas de Ageratum tomentosum por VAZQUEZ et al. (1988) e 
do extrato hexânico de A. conyzoides por MOREIRA (2001). 
MOREIRA (2001) observou que a eupalestina não apresenta 
atividade inseticida contra Diaphania hyalinata L., Diaphania nitidalis 
Cramer, Musca domestica L., Rhyzopertha dominica F., Sitophilus 
zeamais Motschulsky e Tuta absoluta Meyrick. 
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Tabela 15 – Deslocamentos químicos de RMN de 
1
H da 5'-metoxinobiletina 
(12) e da eupalestina (13) comparados com a literatura. 
Posição O7, CDCl3,  
400 MHz 
5’-metoxinobiletina, 
KONG et al, 2004, 
CDCl3 
Eupalestina, 
HERZ et al., 1980, 
CDCl3, 270 MHz 
ArOCH3 3,93 (s) e 3,96 (s) 3,91 (s) e 3,99 (s) - 
Ar’OCH3 3,96 (s) 3,95 (s) - 
OMe 4,12 – 4,02 – 3,96 
– 3,95 
- 4,09 – 4,00 – 3,97 – 
3,94 
3 6,66 (s) 6,55 (s) - 
2’ e 6’ 7,17 (s) 7,11 (s) - 
3 e 2’ 
 
 
 
7,11(d) e 7,16 (d)  
(J=1,5 Hz) 
- 7,14 (d) e 7,09 (d) 
(J=1,5 Hz) 
OCH2O 6,09 - 6,08 
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Figura 50 – Estrutura molecular da 
5’-metoxinobiletina (12). 
Figura 51 – Estrutura molecular da 
eupalestina (13). 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
Esta foi a primeira vez que alcaloides pirrolizidínicos foram 
identificados no chá preparado de acordo com a RDC 10/10 da 
ANVISA e com A. conyzoides sem flores. 
Foram isoladas e elucidadas 5 substâncias: 6-(1’-hidroxietil)-7-
metoxi-2,2-dimetilcromeno, precoceno II, estigmasterol, cumarina e 5’-
metoxinobiletina. Ainda, foram identificadas em mistura 8 substâncias: 
ácido o-hidróxi-cinâmico, ácido 3-(2-hidroxifenil)propanoico, 3’-
hidroxi-4’,5,5’,6,7,8-hexametosiflavona, sesamina, linderoflavona B, 5’-
metoxinobiletina, eupalestina, 6-(1’-hidroxietil)-2,2-dimetilcromeno. 
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21  is an incorrect one. 
 
22 
 
23  2. Ageratum is being described as containing the most toxic 
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17  Abstract 
18  It is now well-recognized that the concept of no adverse effect and/or 
19  toxicity  of  natural  products  is  an  incorrect  one;  some  plants 
20  traditionally used can present chronic toxicity. The well-established 
21  popular use of Ageratum conyzoides has led to its inclusion in the list 
22  of notified herbal drugs; a category of medicinal crude drugs created 
23  by the Brazilian Health Surveillance Agency. Ageratum belongs to 
24  the Eupatorieae tribe of the Asteraceae family, being described as 
25  containing the most toxic pyrrolizidine alkaloids (PAs). Water extracts 
26  of A. conyzoides harvested in South Brazil (commercial, blooming 
27  and non-blooming samples), and its XAD fractions, were analyzed by 
28  HPLC-HRMS, being detected six peaks corresponding to the PAs 
29  lycopsamine, dihydro-lycopsamine, acetyl-lycopsamine and their N- 
30  oxides. Lycopsamine and its N-oxide were the two major PAs (known 
31  hepatotoxins  and  tumorigens).  To  date,  there  are  no  established 
32  safety guidelines on PA-containing medicinal plants and their use in 
33  Brazil. Together with the PAs found by HPLC-HRMS, 13 phenolic 
34  known compounds were detected in the aqueous extract, particularly 
35  methoxylated flavonoids and chromenes, together with coumarin and 
36  simple phenolics. Systematic toxicological studies on A. conyzoides 
37  with  accurate  quantification  of  toxic  PAs  are  warranted,  as  is 
38  monitoring its clinical use. 
39 
40  Keywords-  Ageratum   conyzoides;  Asteraceae;  pyrrolizidine  alkaloids; 
41  lycopsamine; chromenes; methoxylated flavonoids  
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42 1.   Introduction 
43  The Ageratum genus comprises ca 30 species that are not yet well 
44  investigated. The widespread neotropical species Ageratum 
45  conyzoides  L.  is  an  annual  aromatic  neotropical  plant  that  is 
46  considered an invasive and cosmopolite weed in tropical areas, and 
47  is very common in Brazil. Its peculiar odour has been likened to the 
48  smell of goats, giving rise to the popular name of goatweed. In Brazil 
49  it has several names, such as mentrasto, maria-preta, picão-branco; 
50  picão-roxo, erva-de-são-joão, erva-de-são-josé, erva-de-santa-lúcia. 
51  Ageratum conyzoides has a long history of medicinal use in several 
52  tropical countries around the world, and has a plethora of indications, 
53  from  skin  diseases  to  mental  disorders  and  infectious  diseases 
54  (Okunade, 2002). 
55  Specifically in Brazil, its aerial parts are widely used (internally and 
56  externally, fresh or dried, in tinctures or infusions) for their supposed 
57  analgesic and anti-inflammatory properties, especially to treat 
58  menstrual cramps, arthritis, rheumatism, and diarrhea (Lorenzi and 
59  Matos, 2008; Okunade, 2002). 
60  The well-established popular use of this plant has led to its inclusion 
61  in the list of notified herbal drugs, a category of medicinal crude 
62  drugs created by the Brazilian Health Surveillance Agency – ANVISA 
63  (RDC No. 10, March 9
th
, 2010). From now on, commercialization of 
64  this  crude  drug  (aerial  parts  crushed  or  powdered)  is  permitted 
65  without medical prescription, for the preparation of infusions. 
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66  Scientific publications reporting bioactivity have been carried mainly 
67  on its essential oil, despite the constituents that have been described 
68  for A. conyzoides, such as pyrrolizidine alkaloids (PAs), isolated from 
69  plants grown in Kenya (Wiedenfeld & Roder, 1991). These alkaloids 
70  are potentially hepatotoxic, and acute intoxications caused by PAs 
71  are characterized by haemorrhagic liver necrosis. Long-term 
72  exposure causes hepatic megalocytosis and veno-occlusive disease 
73  (to a lesser extent in the lungs), fatty liver degeneration and cirrhosis, 
74  and proliferation of the biliary tract epithelium. Moreover, many PAs 
75  are genotoxic and carcinogenic in rodents (Chen & Huo, 2010). 
76  Since there is no published paper that confirms the presence of PAs 
77  in  the  Brazilian  Ageratum  conyzoides,  this  work  investigated  the 
78  presence of PAs in the tea (aqueous extract) obtained by infusion of 
79  harvested plants (with and without flowers) and with a commercial 
80  sample (prepared according to the ANVISA procedure). It also aimed 
81  to isolate PAs and further constituents present in this medicinal plant. 
82 
83 2. Experimental methods 
84 
85  2.1. Plant material 
86  The whole plant was harvested from the Garden of Medicinal Plants 
87  of  the  University  Hospital  of  the  Universidade  Federal  de  Santa 
88  Catarina and from vacant lots near Praia Brava Beach, Florianópolis, 
89  SC. A voucher was identified by the botanist Renato Záchia and is 
90  deposited in the Herbarium of the Universidade Federal de Santa 
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91  Maria (No. SMDB 13.138). A commercial sample was purchased 
92  from a Pharmacy in Ouro Preto, MG. 
93 
94  2.2 Plant processing and extraction 
95  The  aerial  parts  of  blooming  and  non-blooming  species  were 
96  separated and air-dried at 50 ºC (6 days), then crushed, and stored 
97  in a refrigerator (4 ºC). The aqueous extract (infusion) was prepared 
98  using 3 g of crude drug to 150 ml of boiling water (according to RDC 
99  10/10, ANVISA). The resulting aqueous extract was freeze dried and 
100 then  analysed  by  NMR  and  HPLC-HRMS.  The  following  three 
 101 samples were prepared: Blooming aerial parts (BS), non-blooming 
 102 aerial parts (NBS), commercial sample (CS). 
 103 In order to isolate the main compounds, a selective extraction of the 
 104 crude  drug  with  flowers  (1  kg)  was  performed  with  solvents  of 
 105 increasing  polarity,  using  n-hexane  (28  g  of  n-hexane  extract), 
 106 dichloromethane (34 g of dichloromethane extract), ethyl acetate (3 g 
 107 of ethyl acetate extract) and ethanol (11 g of ethanol extract). From 
 108 n-hexane  extract,  the following  known  compounds  were  obtained 
 109 (spectral  data  in  accordance  with  the  literature):  β-sitosterol  and 
 110 stigmasterol (Kongduang, Wungsintaweekul, & De-Eknamkul, 2008), 
 111 coumarin (7) (Kupriyanova, 1997), precocene II (8) (Adebayo, Zeng, 
 112 Zhang,JL, Akindahunsi, & Tan, 2010), encecalol and 
113 demethoxyencecalol  (9  and  10)  (González,  Aguiar,  Grillo,  Luis, 
 114 Rivera,  &  Calle,  1991),  sesamin  (11)  (Moazzami,  Andersson,  & 
 115 Kamal-Eldin, 2007), linderoflavone B (12) (Saxena & Shrivastava, 
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116 1994), 3’-hydroxy-5,6,7,8,4’,5’-hexamethoxyflavone (13) (Herz & 
117 Kulanthaivel, 1982), 5'-methoxynobiletin (14) (Le-Van & Van Cuong 
118 Pham, 1979), and eupalestin (15) (Herz, Govindan, Riess-Maurer, 
119 Kreil, Wagner, Farkas, et al., 1980). From the ethanol extract, the 
120 following were obtained: 2-Hydroxycinnamic and 2- 
121 dihydrohydroxycinnamic acids (16 and 17) (Gerothanssis,  
122 Exarchou, Lagouri, Troganis, Tsimidou, & Boskou, 1998). 
123 
124 2.3 Pyrrolizidine alkaloids (PAs) extraction procedures 
125 The method described by (Wiedenfeld & Roder, 1991) was 
126 reproduced in an attempt to obtain the alkaloids previously isolated 
127 from A. conyzoides (harvested in Kenya), but without success. 
128 Additionally, traditional and improved methods for PA extraction were 
129 used, but no alkaloids were isolated (Frahn, Culvenor, & Mills, 1980) 
130 (Mroczek, Widelski, & Głowniak, 2006). 
131 
132  2.4 Aqueous extract fractionation 
133 In  order  to  screen  the  chemical  composition  of  the  medicinal 
134 aqueous extract of A. conyzoides, CC fractionation was performed 
135 with Amberlite resin (Rohm and Hass Co) XAD-4 (230 g) and XAD-7 
136 (250 g), using the hot aqueous extract (10 L), prepared according to 
137 the Brazilian official method (item 2.2) (Figure 2). 21 g of the non- 
138 retained  extract  in  the  resin  XAD-7  was  solubilized  in  water, 
139 partitioned with butanol, and chromatographed in silica gel with a 
140 hexane-ethyl acetate-methanol gradient, resulting in the identification 
141 of two compounds in the mixture (1.7 g of 2-hydroxycinnamic acid, 16 
142 and 2-hydroxydihydrocinnamic acid, 17). The retained tea in XAD-4 
168 
 
143 (eluted with methanol) afforded 3.6 g, which was partitioned with 
144 dichloromethane (68.8 mg) and chromatographed in silica gel with a 
145 hexane-ethyl acetate-methanol gradient, furnishing 5.3 mg of 
146 compounds 16 and 17 and 8.5 mg of precocene II (8). 
147 All other fractions obtained, shown in Figure 2, were freeze-dried and 
148 analyzed  by  UHPLC-HRMS:  XAD  4  aqueous  fraction,  XAD  4 
149 aqueous fraction after partition with dichloromethane, XAD 7 
150 aqueous fraction, XAD 7 aqueous fraction after partition with ethyl 
151 acetate, and aqueous extract not retained in XADs. 
152 
153 2.5 Equipment 
154 NMR  data  for  the  isolated  compounds  were  recorded  on  Bruker 
155 AVANCE  400  and  AVANCE  III  400  NMR  spectrometers,  both 
156 operating at 9.4 T. 
1
H and 
13
C nuclei were observed at 400.13 and 
157 100.61 MHz, respectively. The spectrometers were equipped with 
158 either a 5 mm multinuclear direct detection probe with z-gradient or a 
159 5 mm multinuclear inverse detection probe with z-gradient. One-bond and 
160 long-range  
1
H-
13
C correlations from HSQC and  HMBC NMR  
161 experiments were performed with average coupling constants 
1
J(H,C) 
162 and  
LR
J(H,C)   optimized  for  140  and  8  Hz,  respectively.  The  NMR 
163 chemical shifts are given in ppm related to TMS signal at 0.00 ppm 
164 as  internal  reference.  The  UHPLC-ESI-(+)-HRMS  and  UHPLC- 
165 ESI(+)-HRMS/MS analyses were performed using the Accela system  
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166 (San Jose, CA, USA) equipped with a binary pump, autosampler, 
167 online vacuum degasser, and temperature-controlled column 
168 compartment. High resolution mass spectrometry was performed on 
169 a hybrid LTQ-Orbitrap XL Discovery mass spectrometer equipped 
170 with an ESI probe (Thermo Scientific, San Jose, CA, USA). 
171  
172  2.6 UHPLCESI(+)-HRMS & HRMS/MS analysis of 
173 extracts/isolated compounds 
174 The solvents used in this study were of LC-MS grade, purchased 
175 from  Fluka/Riedel-de  Haën  (St.  Gallen,  Switzerland).  The  freeze- 
176 dried extracts were stored in the dark at 4 oC prior to preparation for 
177 LC-MS, being diluted at the moment of analysis in MeOH at a final 
178 concentration of 100 µg/mL. An Express Gold C18 100 x 2.1, 3 μm 
179 reversed phase column (Thermo Scientific, Brehmen, Germany) was 
180 used at a flow rate of 300 μl/min for the chromatographic separation. 
181 The mobile phase consisted of solvents A: water, 0.1% formic acid 
182 and B: ACN 0.1% formic acid. A gradient method (total run time of 20 
183 min) was used for the profiling of the samples as follows: 0 to 5 min: 
184 5% B, 5 to 7 min: 25% B, 7 to 14 min:  95% B, 14 to 16 min: 95% B, 
185 16 to 17 min: 5% B and 17 to 20 min: 5% B. The injection volume 
186 was  2  μL.  The  hybrid  high  resolution  mass  spectrometer  (LTQ- 
187 Orbitrap Discovery XL) was operated in positive ion mode under the 
188 following optimized conditions: capillary temperature, 270°C; capillary 
189 voltage, 20 V; tube lens, 110 V; source voltage, 3.5 kV; sheath gas 
190 flow,  40  arb.  units;  aux  gas  flow,  20  arb.  units.  Analysis  was 
191 performed in the full scan mode, using a resolution of 30 000 and the 
192 scan range was set to m/z 100 -1000. 
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193 For the HRMS/MS analysis, a “data-dependant” method was used, 
194 enabling the fragmentation of the three highest peaks detected for 
195 each scan. Two main  scan  events were performed  successively, 
196 using only Orbitrap analyzers, the first consisting of a full scan (3 
197 microscans, 50000 injection time and 50-1000 m/z scan range) and 
198 the second consisting of three HRMS/MS acquisitions to of the three 
199 most intense peaks (2 microscans, 10000 injection time, 45V CID / 
200 Q:0.25). 
201 
202  
203 3 Results and Discussion 
204 It is common knowledge that the use of herbal plants as natural 
205 remedies, functional foods, and dietary supplements for health care 
206 has been increasing worldwide. Market estimates suggest that the 
207 rate of growth in sales of traditional medicinal products in recent 
208 years  is  between  5%  and  18%  per  annum  (Kohler  &  Baghdadi- 
209 Sabeti,  2011).  It  is  now  well-recognized  that  the  concept  of  no 
210 adverse effect and/or toxicity of natural products is an incorrect one 
211 (Li,  Xia,  Ruan,  Fu,  &  Lin,  2011).  It  is  highly  possible  that  PA- 
212 containing plants are the most common poisonous plants affecting 
213 livestock, wildlife, and humans, and are probably also the leading 
214 hepatotoxic and tumorigenic phytochemicals associated with human 
215 and animal diseases.  
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216 Consequently, it is appropriate and imperative to identify plants and 
217 herbal products that contain toxic PAs, and to assess the risk posed 
218 by  exposure  to  these  substances  present  in  herbal  products 
219 (Molyneux, Gardner, Colegate, & Edgar, 2011). It has been reported 
220 that 3% of all flowering plants contain PAs, but they are primarily 
221 found in members of three plant families: Asteraceae, Boraginaceae 
222 and Fabaceae (Fu, Yang, Xia, Chou, Cui, & Lin, 2002). 
223 Ageratum belongs to the Eupatorieae tribe of the Asteraceae family, 
224 the Eupatorieae and Senecioneae tribes being the two described as 
225 containing the most toxic PA compounds; 1,2-dehydropyrrolizidine 
226 ester alkaloids (dehydroPAs, see in lycopsamine (1) and derivatives) 
227 and  their  N-oxides.  Worldwide,  human  hepatotoxicity  due  to  1,2- 
228 dehydropyrrolizidine alkaloids is mostly associated with the 
229 consumption of herbal remedies. In mammals, ingested dehydroPAs 
230 are  oxidised  in  the  liver  by  mixed-function  oxidases  (cytochrome 
231 P450s) to pyrrolic derivatives. The pyrrolic ring system renders the C- 
232 7 and/or C-9 position highly electrophilic and capable of reacting with 
233 tissue nucleophiles, concomitant with cleavage  of the ester 
234 substituents, thereby binding to proteins and/or nucleic acids. This, in 
235 turn, can alter cell function, leading to cell damage or cell death 
236 (Molyneux, Gardner, Colegate, & Edgar, 2011). 
237 The presence of dehydroPAs and its N-oxides have been reported in 
238 Ageratum  conyzoides  harvested  in  Kenya  (Wiedenfeld  &  Roder, 
239 1991), Ethiopia (Wiedenfeld, 2011) and Hawaii (Molyneux, Gardner, 
240 Colegate,  &  Edgar,  2011).  PAs  and  other  toxins  occur  in  low 
241 concentrations, and as predicted by the shifting defense hypothesis, 
242 toxin concentrations are significantly higher in invasive weed 
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243 individuals  than in  native  individuals  (Doorduin  & Vrieling,  2011). 
244 Ageratum  is  native  to  tropical  America,  being  highly  invasive, 
245 especially under drought conditions outside of its natural range. The 
246 shifting defense hypothesis may help explain why in this work, it was 
247 not possible to isolate the alkaloids using the specific method for 
248 these  dehydro  PAs,  and  also  using  the  same  method  as  that 
249 previously used for the same species (item 2.3). 
250 Additionally,  water  extracts  of  A.  conyzoides  harvested  in  South 
251 Brazil (samples BS, NBS, CS), and its XAD fractions, were analyzed 
252 by HPLC-HRMS in full scan mode to investigate the presence of the 
253 previously isolated dehydro PAs isomers lycopsamine and 
254 echinatine,  and  other biogenetically  related  PAs,  such  as  acetyl- 
255 lycopsamine, dihidrolycopsamine and their N-oxide forms. 
256 In the full scan HPLC-HRMS analysis, there were only a few peaks 
257 representing the relatively higher content of components in the TIC  
258 (Figure 3, 1
st
  line); however, in the extracted ion  chromatograms 
259 (XIC, 2
nd
 to 7
th
 lines in Figure 3), six PAs were detected. In order to 
260 verify  their  identities,  HRMS/MS  were  recorded,  generated  by  a 
261 newly developed data compound-dependent method for PAs. The 
262 resulting retention times, exact mass of protonated molecular ions 
263 and characteristic fragment ions are summarized in Tables 1 and 3. 
264 In  the  full  scan  (TIC),  six  peaks  with  protonated  molecular  ions 
265 ([M+H]
+
) were observed at m/z 300.1805 (3.05 min, lycopsamine; 1),  
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266 316.1755 (3.36 min, lycopsamine N-oxide, 2), 302.1962 (3.38 min, 
267 dihydro-lycopsamine, 3), 318.1911 (3.75 min, dihydro-lycopsamine 
268 N-oxide, 4), 342.1911 (4.62 min, acetyl-lycopsamine, 5), and 
269 358.1860  (4.83 min, acetyl-lycopsamine N-oxide, 6). In the 
270  HRMS/MS experiment, these six peaks showed the characteristic 
271 retronecine-type specific diagnostic fragment ion at 138 m/z (Table 
272 3). Of these six alkaloids identified, only two peaks were related to 
273 the dihydroPA form of lycopsamine and its N-oxide, and were not 
274 characterized as carcinogenic or hepatotoxic. It is important to note 
275 that together with the above mentioned PAs, several isomers, mainly 
276 of dihydroPA, were also present (Figure 3, Table 1). 
277 Few  peaks  were  observed  in  the  total  ion  chromatogram  (TIC), 
278 confirming that the content of PAs in the samples is low (Figure 3). 
279 Lycopsamine  and  its  N-oxide  were  the  two  major  PAs  (known 
280 hepatotoxins and tumorigens), while the other PAs identified were 
281 only minor ingredients in the plant. Semi-quantitative information is 
282 possible by comparison between the three samples in Table 1. It was 
283 clearly observed that in the non-blooming sample, the dihydro and N- 
284 oxide  forms  were  predominant,  but  toxic  dehydroPAs  were  also 
285 present, contrary to the expectation that the plant would only produce 
286 these alkaloids when in bloom, or only in the flowers, due to the 
287 sequestration of these alkaloids by butterflies (Hartmann & Ober, 
288 2000). Moreover, rhizomatous propagation of A. conyzoides makes it 
289 very difficult to physically separate the non-blooming from blooming 
290 specimens.  Despite  the  recommendation  of  ANVISA  (Brazilian 
291 Health Surveillance Agency) regarding the commercialization of the 
292 non-blooming plant, only samples containing flowers were 
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293 commercially available. In this work, we used only non-rhizomatous 
294 specimens for the non-blooming sample. Indeed, semi-quantitative 
295 comparison with the blooming and commercial samples showed that 
296 their alkaloids contents were very similar. 
297 Therefore, in the present study, hepatotoxic and tumorigenic PAs 
298 and N-oxide PAs were identified in A. conyzoides. The use of this 
299 plant and its extracts for medicinal preparations could potentially be 
300 harmful to human health, despite the lowcontent of these 
301 substances in plants harvested in Brazil; chronic exposure to these 
302 toxigenic PAs can present a risk of liver damage. In some countries, 
303 its clinic use is only recommended within certain limits. For example, 
304 in Germany, it is recommended that daily exposure to PAs should be 
305 no  more  than  0.1  mg  for  less  than  six  weeks  per  year;  and  in 
306 Belgium, the limit for PAs in plants is 1 ppm (1 mg per gram of plant) 
307 (Chen & Huo, 2010). Systematic toxicological studies on A. 
308 conyzoides with accurate quantification of toxic PAs in plants are 
309 warranted, as is monitoring the clinical use of this drug. To date, 
310 there are no established safety guidelines on PA-containing 
311 medicinal plants and their use in Brazil. 
312 Together with the PAs found by HPLC-HRMS, 13 phenolic known 
313 compounds  were  detected  in  the  aqueous  extract,  particularly 
314 methoxylated flavonoids and chromenes, together with coumarin and 
315 simple  phenolics.  Table  2  shows  the  PAs  distributed  in  various  
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316 fractions, similar to the flavonoids after XAD fractionation, which was 
317 performed as shown in Figure 2. The possible role of these abundant 
318 phenolics  in  the  medicinal  qualities  of  this  plant  should  also  be 
319 explored, for both beneficial and adverse effects. 
320 
321 
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Table 2. LC-HRMS data of compounds identified in XAD fractions 
 
Identification Samples   
  
XAD4A¹ 
 
XAD4AG² 
 
XAD7A³ 
XAD7AG
4
 
Not 
retained
5
 
      
Lycopsamine + + + + + 
Dihydro-Lycopsamine + + + + - 
Acetyl -lycopsamine - - - + - 
Lycopsamine-N-oxide + + + + + 
Dihydro-lycopsamine-N- oxide  
- 
 
- 
 
- 
 
+ 
 
- 
Acetyl –lycopsamine-N- oxide  
- 
 
+ 
 
+ 
 
+ 
 
- 
Eupalestin + + - + + 
5'-Methoxynobiletin + + + + + 
Demethoxyencecalol - - - - - 
Encecalol - - - - - 
2-Hydroxydihydrocinnamic acid  
+ 
 
+ 
 
- 
 
- 
 
- 
2,2-Dimethylchromane - - - - - 
3,4-Dihydroprecocene II - - - + - 
3’-Hydroxy-5,6,7,8,4’,5’- 
hexamethoxyflavone 
 
- 
 
+ 
 
+ 
 
- 
 
- 
Linderoflavone B + + + + + 
Coumarin - + + + - 
Precocene II - -  - - 
5,6,7,3',4',5'- 
Hexamethoxyflavone 
 
+ 
 
+ 
 
+ 
 
+ 
 
+ 
Ageconyflavone C - + - - - 
¹ XAD 4 aqueous fraction 
² XAD 4 aqueous fraction after partition with dichloromethane 
³ XAD 7 aqueous fraction 
4 
XAD 7 aqueous fraction after partition with ethyl acetate 
5 
Aqueous extract not retained in XADs 
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Captions to figures 
 
 
 
 
Fig. 1 – Pyrrolizidine alkaloids and main phenolic compounds identified in Ageratum 
conyzoides aqueous extract. 
 
 
 
Fig. 2 – Flow chart of the Ageratum conyzoides aqueous extract fractionation using Amberlite 
XAD4 and XAD7 resins. 
 
 
 
Fig. 3 - Total ion chromatogram and extracted peaks obtained for the three analysed samples of 
Ageratum conyzoides aqueous extract together with the respective extracted ion 
chromatograms (XIC), with several PAs detected. 
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